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Uber Koproester-verdohamin und seine Umwandlung 
in Kopro-bilirubin ') 
Von 


Herbert Libowitzky 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juli 1940) 


Der Abbau des roten Blutfarbstoffs Himoglobin zu dem Gallen- 
farbstoff Bilirubin findet im menschlichen Organismus dauernd 
statt. Das mit der Galle ausgeschiedene Bilirubin unterliegt dann im 
Darmkanal weiteren Veranderungen; durch bakterielle Hydrierung 
entstehen nebeneinander Stercobilinogen und Mesobilirubinogen?) 
(iber mdglicherweise weitergehende spaltende Hydrierung zu Oxy- 
dipyrrylmethanen ist nichts bekannt) und diese verlassen dann 
endgiiltig als letzte Umwandlungsprodukte des Blutfarbstoffes den 
Kérper. Resorption von Stercobilinogen und Mesobilirubinogen 
scheint normalerweise nicht stattzufinden. Interessanterweise tritt 
unter pathologischen Bedingungen glatt Resorption ein unter Aus- 
scheidung von Stercobilinogen und Mesobilirubinogen im Harn. 

Vergleicht man die Formeln der Pyrrolfarbstoffkomponente 
des Hiimoglobins, des Protohims IX (I) und des Bilirubins [X« (IT) 
miteinander, so sieht man, da das Bilirubin entstanden ist durch 
Elminierung der «-Methinbriicke des Porphinringsystems, an deren 
Stelle nach Ringsprengung sich beim Gallenfarbstoff zwei Oxy- 
gruppen finden, und durch Hydrierung unter Aufnahme von zwei 
Wasserstoffatomen an der y-Methinbriicke des Porphinrings, welche 
dann die mittelstiindige (ms) Methylenbriicke des Gallenfarbstoffs 
vorstellt (vgl. S.192 oben). 

Die Sonderstellung einer Vinylgruppe des Bilirubins hat formel- 
mifig Ausdruck gefunden durch RingschluB der Oxygruppe und 
Vinylgruppe zu einem Hydrofuranring entsprechend beistehender 


_ +) 29. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 28. Mitteilung 
Diese Z. 265, 9 (1940). 
*) H. Fischer u. H. Libowitzky, Diese Z. 258, 265 (1939); vgl. auch 
H. Libowitzky, Diese Z. 268, 268 (1940). 
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Formulierung ITI (vgl. hierzu H. Fischer und H. Orth, Die Chemie 


des Pyrrols IT/1, 625/26 und 637). 


Au8erdem ist das komplex gebundene, zweiwertige Eisen def 
Protohims bzw. wenn man vom Hamoglobin ausgeht, auch nochf 


das Globin abgespalten worden’). 


Kine so weitgehende Verinderung des Protohimmolekiils gehif 


‘OH 














offenbar tiber viele Zwischenstufen. Fir die Erforschung des Ref 


aktionsverlaufs sind jedoch das Protoporphyrin IX und seine Deri-f 
vate weniger geeignet; einmal kénnen durch Aufspaltung des Por-f 


phinringes, je nachdem, ob sie an der a-, B-, y- oder 0-Methinbriickef 


erfolgt, vier verschiedene Gallenfarbstoffe entstehen, wenn auclf 
wohl in vitro gleichfalls eine Stelle bevorzugt aufgespalten werdef 
dirfte, zum anderen schafft die leichte Veranderlichkeit der Viny!-f 


gruppen unerwiinschte Komplikationen. Es wurde darum als Aus 


gangsmaterial der synthetisch leicht zugangliche (es wurden nacif- 
der im experimentellen Teil beschriebenen Darstellungsmethotf 
63g synthetisiert) Koproporphyrin I-tetramethylester (IV) gef- 
wihlt. Hier kann wegen der vollkommenen Symmetrie des Mole y 


kiils nur ein einziger Gallenfarbstoff, das Koprobilirubin I« (\ 
entstehen (vgl. §.193 oben). 


Aus dem Koproporphyrin I-tetramethylester (IV) erhalt mag 
tuber das Chlorhamin leicht das Koproester I-pyridin-hamochrom — 
gen (VI), welches insofern mit dem Hamoglobin verglichen werdeif 





1) Das mit der Galle ausgeschiedene Bilirubin ist nicht mehr an eine 





hochmolekularen EiweiBkérper gebunden. Das im Serum geldste Bilirubit 5 


und zwar sowohl das direkt wie das indirekt reagierende, ist dagegen an Serum : 
albumin gebunden: Kai O. Pedersen u. Jan Waldenstrém, Diese Z. 25 


152 (1987). 
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kann, als es auch eine stickstoffhaltige Komponente an einen Kom- 
| plex aus zweiwertigem Eisen und Porphyrin gebunden enthalt. Die 
| Art der Bindung muB freilich bei Himoglobinen und Himochromo- 
| genen wesensverschieden sein wegen der spektroskopischen Unter- 
Sauerstoff 


der Hamochromogene, 
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Durch Einwirkung von Hydroperoxyd in sehr niedriger Kon- 
-zentration auf das Koproester-pyridin-hamochromogen und nach- 
‘triigliche Behandlung mit Methanol- Chlorwasserstoft konnte ein 
Chlorhémin (VII) mit einer Oxygruppe an einer Methinbricke ge- 
-Wonnen werden?). 


H,C——=PSM OH 4H,C;— PSM 
| 2 | II 
VII a ae 
Ne -_ ~~ 
\ ae __. 
Hes 0 ~ Re< 
it. ee | a A 
| IV H | 11 | 
psm__—cu, PSM\__CH, 





') H. Libowitzky u. H. Fischer, Diese Z. 255, 209 (1938). 
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Der aus Chlorhamin VII durch Eliminierung von Eisen und Chlor day. 


gestellte Porphyrinester ist durch blaue Farbe und eigenartiges Absorption. 
spektrum ausgezeichnet, und zur Deutung dieser Befunde war eine der Qxyy. 
porphinformel isomere Formulierung mit einer Carbonylbriicke aufgeste(; 
worden!). Die seitdem zum Nachweis dieser Carbonylgruppe unternommene; 


Versuche zur Darstellung eines Oxims, Semicarbazons, Thiosemicarbazons uni ff 


der Verbindung mit Girards Ketonreagens 7’ sind simtlich ergebnislos . 


blieben, wahrend andererseits die Umsetzung mit Reagentien auf die OH.— 


Gruppe leicht gelingt. Damit ist die Isoformulierung unwahrscheinlich gewordey 
und das blaue Porphyrin ist sinngeméB nicht mehr als Iso-oxykoproester, 
sondern als «-Oxykoproester zu bezeichnen. 


Durch mehrstiindiges Schiitteln der Lésung des Oxykoproester. F 


chlorhamins in Pyridin mit Sauerstoff — diese Lésung enthalt jetz 
das Pyridinparahimatin — kommt man zu einer Lésung de 
Pyridinparahaimatins eines griinen Himins?), und aus dieser erhili 
man weiter durch Abdampfen des Pyridins und Behandeln mi 
Methanol-Chlorwasserstoff das zugehérige Chlorhimin, Koprol- 
esterverdochlorhamin oder kurz Koproesterverdohaimin. Es ist der 


erste krystallisierte Vertreter einer von O. Warburg und E. Nege-f- 
Jein®) aufgefundenen neuen Gruppe von Pyrrolfarbstoffen, die ge-F 


kennzeichnet sind durch auffillige dreibandige Spektren ihrer 
Lésungen in Pyridin. 


Koproesterverdohimin wird nach Abtrennung eines braunenf 


Begleitfarbstoffs in Gestalt griinschwarzer, prismatischer Krystalle 


erhalten. Der Schmelzpunkt der besten erhaltenen Krystall:f 


sationen liegt bei 202° und laBt sich nicht mehr steigern. Die Ana- 


lysendaten differieren leider erheblich je nach der Art des Un-f 
krystallisierens, wohl infolge der Schwierigkeit, das leichter als sein f 
Verunreinigungen lésliche Verdohimin rein darzustellen, und infolg: 


des hartnickigen Festhaltens von Lésungsmitteln, bei deren Aus- 
wahl man infolge seines leichten Ubergangs in Gallenfarbstoff seb 
beschrankt ist. 


Bei den Analysen des Koproesterverdochlorhémins wurde. 


folgende Ergebnisse erhalten: 


Gef.: C H O N Fe Cl 
Prap.*) II 56,49 5,1 — 6,93 6,42 8,24 
» III 55,67 5,2 16,97 6,41 6,46 9,19 
» I 55,31 5,13 17,14 6,08 6,19 9,58 





1) H. Libowitzky u. H. Fischer, Diese Z. 255, 217 (1938). 
2) H. Libowitzky u. H. Fischer, Diese Z. 255, 220 (1938). 
3) Ber. chem. Ges. 68, 1816 (1930). 

*) Vgl. S. 205. 
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als seine f Die Analysenzahlen passen recht gut dazu. 


d infolg & 


Die Ana- 
les Un: 


‘en Aus: 
toff sehr 


wurde! 


sn ihrer Formulierungen mit 10 Sauerstoffatomen aus. 


| einstimmung ist auch in der Chlorophyllreihe bei Einwirkung von 


aaa | Pyridin—Sauerstoff bisher niemals Eintritt von Sauerstoff an die die 
' Kerne verbindenden Methinbriicken beobachtet worden. 
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Es berechnen sich fiir: 


C H O N Fe Cl 
A 55,31 5,07 18,42 6,45 6,43 8,16 
B 54,81 5,15 18,72 6,56 6,54 8,30 
C 56,15 5,07 16,83 6,55 6,52 8,28 


A entspricht der Summenformel CaoHyO10N aeCl- HCl, d. h. 


_ das «-Oxykoproesterchlorhimin hat einfach ein hee Sauerstoff 
/und ein Mol Chlorwasserstoff addiert. 


= Cy9H4,0,>N,FeCl-HCl ist abgeleitet vom Koproglauko- 


! ~ nn entspricht ‘aes einem Gallenfarbstoff mit 39 C-Atomen 


und 10 O-Atomen. 


Auf Grund der obigen Analysenresultate, vor allem auf Grund 
ler Sauerstoffbestimmung, fiir deren Ausfiihrung nach der Methode 
A.-G. in 


Laboratorium der I. G. Farbenindustrie 


¥ 


Hiermit in Uber- 


C ist berechnet fiir C49H,,0,N,FeCl, , und dieser Summenformel] 


Die einfachste Erklarung wire also die, daB das Koproester- 


verdohimin die Chlorferriverbindung eines Dehydrierungsproduktes 
‘des @-Oxykoproporphyrinesters folgender Forme! VIII ist, womit 


auch dessen Verbrauch von 1/, Mol Sauerstoff in Pyridin iiberein- 


if ktimmt, wie frither2) festgestellt wurde. 
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') Diese Z. 258, 220—221 (1938). 
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Weiter wurde versucht, durch Eisenabspaltung aus dem Verdo. 


himin den Grundfarbstoff zu isolieren. 


Bei der méglichst schonend durchgefiihrten Spaltung entstan( 


ein goldbrauner Farbstoff, der nach allen Erfahrungen den gesuch. 
ten, vier Pyrrolkerne enthaltenden Grundfarbstoff des griing, 


Hamins vorstellen miiBte. Es gelang jedoch nicht, ihn krystallisieri 


zu erhalten. Er war sehr instabil und in den verwendeten Lésung:. 
mitteln im Rohzustand leicht Jéslich, und so resultierten schlieBlic 
nur miBfarbene Schmieren. Das Spektrum war uncharakteristisch, 
die Gmelinsche Reaktion negativ wie beim Verdohiamin selbst, 


An Stelle des Farbspiels der Gmelinschen Reaktion tritt nu 


Rotorangefirbung auf, danach rasch weitere Zerstérung 2 
hellbraun. 


Nach den Analysenergebnissen des Koproesterverdohamins sini — 
wahrscheinlich noch samtliche Kohlenstoffatome des Porphin- fF 


rings vorhanden und nach den milden Bedingungen bei der Ein- 


wirkung von Sauerstoff ist anzunehmen, daB auch der Porphinringf 


noch unversehrt ist. 





Der «-Oxykoproporphyrin I-ester gibt nun bei Reduktion mt i 


Natriumamalgam in Hisessig—Methanol den Koproporphyrineste 
zuriick. Dieser seinerzeit nur spektroskopisch erhaltene Befunif- 
wurde praparativ gesichert; die Ausbeute an Koproester betrig 
65°/,. Unter gleichen Bedingungen sollte man auch bei Reduktiou—” 
des Koproesterverdohimins Koproporphyrinester erwarten; &§- 
entsteht jedoch, nach dem spektroskopischen Befund und defy 
positiven Gmelinschen Reaktion zu schlieBen, Glaukobilineste:f- 
Der eisenfreie, goldbraune Pyrrolfarbstoff aus Koproesterverdof 


hamin konnte dieser Reaktion nicht mehr unterworfen werden. 


Dieser Befund wiirde darauf hindeuten, daB im Gegensatz 7f- 
den Analysenergebnissen ein Gallenfarbstoff mit 89 C-Atomen vorf” 
liegt. Angesichts der Leichtigkeit, mit welcher Koproesterverd: 
himin auf verschiedenen Wegen in Gallenfarbstoffe iibergehe 
kann, ist eine solche SchluBfolgerung voreilig und man wird bis 2! | 


Aufstellung einer Konstitutionsformel weiteres experimentelle 
Material abwarten miissen. 


Die interessanteste Reaktion des Koproverdohiminesters bef 


steht in seiner Umwandlung in Koproglaukobilinester. Diese Unf 


g 


wandlung war bisher nach dem Vorgang von O. Warburg wi 


E. Negelein (a. a. O.) durch Kochen mit Methanol-Salzsiure bf 
wirkt worden. Sie nannten damals ihr Umwandlungsprodu!'f 
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dessen Gallenfarbstoffnatur von R.Lemberg!) gezeigt wurde, 
,grunen Hster“‘ aus ,,griinem Hamin“. 

| Diese Reaktion lieferte dauernd schlechte Ausbeuten. Beim 
_ krystallisierten Koproesterverdohimin stellte sich gleich bei den 
_ Umkrystallisationsversuchen heraus, da8 schon bei langerem Ver- 
' weilen in einer Reihe von Lésungsmitteln dem spektroskopischen 


Befunde nach glatt Koproglaukobilinester bzw. dessen Ferrichlorid- 
doppelsalz entsteht. 

Als zwecks Darstellung eines Verdohimoglobins durch Ver- 
seifung des Koproesterverdohaimins, Reduktion der freien Saure 
und Kuppelung mit nativem Globin alkoholisches Kali verwendet 


' wurde, wurde gefunden, da8 schon Spuren von Alkalien oder sogar 


ese Une 


irg wie 


dure bee 


produk 3 


Ammoniak ausreichen, um den Verdohiminester bei Zimmer- 
temperatur irreversibel zu verindern. Die griine Farbe schlagt 
momentan nach Braungelb um und auch beim sofortigen Ansiuern 
mit 2n-Salzsiure wird eine blaugriine Lésung erhalten, aus der 


Diese sch6ne Reaktion wirkt immer wieder von neuem iiber- 
raschend durch die auBerordentliche Leichtigkeit, mit der sie vor 
sich geht und durch die hervorragenden Ausbeuten an Gallenfarb- 
stoff, die im Gegensatz dazu bisher dabei erzielt werden. Bei der 
Durchfihrung ist man nicht an Methanol gebunden; z. B. kann auch 
Chloroform und konzentriertes Ammoniak verwendet werden und 
die braune Chloroformlésung der Zwischenstufe zwischen Verdo- 
himin und Gallenfarbstoff, die bis auf weiteres mit dem Namen 
,brauner Zwischenfarbstoff‘ bezeichnet werden wird, gibt beim 
Durchschiitteln mit Salzsiure glatt Gallenfarbstoff. In Methanol 
kann statt Salzsiure auch Schwefelsiure verwendet werden, in 
Chloroform nicht, was offenbar lediglich mit der Unléslichkeit der 
Schwefelséure zusammenhaingt. Nimmt man fiir die Alkalibehand- 
lung das reduzierende Hydrazinhydrat und Methanol, so erhalt man 
wieder spektroskopisch andere Produkte. 


Die Empfindlichkeit des Koproesterverdohimins gegen Alkalien 
ist offenbar auch die Ursache dafiir, daB mit Hydrazinhydrat in 
Pyridin kein Himochromogenspektrum erhalten wird. Nimmt man 
statt Hydrazinhydrat Ascorbinsiure, so wird das Spektrum nur 
wenig veraindert. Die weitere Untersuchung muB zeigen, ob dieses 
Spektrum tatsichlich einem Himochromogen zuzuschreiben ist. 


1) Biochemic. J. 29, 1330 (1935). 
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Spektrum in Pyridin: 
3s 681,4.. .672,3—638,3. ..630 (schwach); II. auBerst unscharf 603 











655 
(Max.); III. 532,0—523,2; IV. 501,2—499, 8; End-Abs. 469. 
527,6 500,5 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, IV, II. 


Spektrum nach Zusatz von Ascorbinsaure: 
RK 668 ,0—642,0; II. 533,4—523,4; III. auBerst schwach 496 (Max.): 
655,0 528.4 
End-Abs. 461. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, I, II. 








Der braune Zwischenfarbstoff ist noch nicht krystallisiert er- 
halten worden. Seine braune Methanollésung wird bei langerem 
Stehen an der Luft wieder griinlich und beim Ansiuern wird ein 
in saurer Lésung blauvioletter Farbstoff erhalten, dessen Zinksalz- 
lésungen blau sind mit lebhafter Rotfluoreszenz. 

Der braune Zwischenfarbstoff gibt keine positive Gmelinsche 
Probe. Die Tatsache, daf er als offenkundig wohldefiniertes chemi- 
sches Individuum zwischen Verdohimin und Glaukobilin steht, 
spricht ebenso wie die Analysenresultate gegen eine Isomerie der 
eisenfreien Grundfarbstoffe der genannten beiden, wie sie R. Lem- 
berg?) annimmt. 

Durch Einwirkung von Salzsiure auf den braunen Zwischen- 
farbstoff entsteht primar das salzsaure Ferrichloriddoppelsalz des 
Koproglaukobilinesters Ix. Es wird bereits beim Schiitteln der 
Chloroformlésung mit Wasser in seine Bestandteile zerlegt und 
scheint auBerdem leicht léslich zu sein, weshalb seine Darstellung 
nicht weiter angestrebt, sondern gleich der Koproglaukobilinester 
isoliert wurde. Nach Schmelz- und Mischschmelzpunktsprobe war 
er identisch mit dem seinerzeit mittels Ascorbinséure hergestellten 
Praparat. 

Beim Ubergang von Oxykoproesterhimin zum Gallenfarbstoff 
wird ein Kohlenstoffatom eliminiert. Dieses kann durch Abspaltung 
von CO,, HCOOH oder H,CO oder CO geschehen, und diese Ver- 
bindungen waren zu suchen zwischen Oxykoprohimin und Gallen- 
farbstoff. Bis jetzt wurde nur ohne Erfolg auf Formaldehyd und 
Ameisensaure gepriift. Hier bestehen noch experimentelle Schwie- 
rigkeiten, da unter den Reaktionsbedingungen sich Formaldehyd s0 


1) R. Lemberg u. Mitarb., Biochemie. J. 29, 1322 (1935). 
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‘yasch und griindlich weiter verandert, daB nachher die empfindliche 
' Probe mit Morphin und Schwefelsdéure versagt. 


Man kénnte noch an die Méglichkeit denken, daB der als Koproglauko- 


pilinester angesehene Gallenfarbstoff nicht dieser ist, sondern ein Carbinol mit 
| einer —CH,OH-Gruppe an Stelle einer —OH-Gruppe in 1’- oder 8’-Stellung 
'wie in Formel IX. Diese Méglichkeit ist jedoch unwahrscheinlich angesichts 


der Tatsache, daB die Lichtabsorption des durch Ringsprengung erhaltenen 
Gallenfarbstoffes fast identisch ist mit der des isomeren Koproglaukobilin- 


esters IV 3). 


. LY ; _ G 
IX ; * —CH,OH in Stellung 8’ 
a <r 


Durch Reduktion des Koproglaukobilinesters Ix mit Zinkstaub- 
Hisessig erhalt man neben anderen Produkten den Koprobilirubin- 


ester Ix, der als schwerlésliches Dihydrochlorid leicht und bequem 
jsoliert werden kann. Bei der Analyse zeigte dieses hygroskopische 


und zersetzliche Salz einen zu hohen Chlorgehalt. Der freie Ester 


| st aus dem Dihydrochlorid zu erhalten durch Behandeln der Chloro- 


formlésung mit Alkali; er krystallisiert aber ebenso schwierig und 
schlecht wie der isomere Ester IVy, der zu Vergleichszwecken neu 


_hergestellt wurde. Darum wurde das Dihydrochlorid durch alkalische 
Verseifung gleich in das Koprobilirubin I« verwandelt, welches 
bereits bei Uberfithrung des Koprohimins in Koproglaukobilin mit 


Ascorbinséure krystallisiert erhalten worden war?). 
Koprobilirubin Ix (V) ist seinen Eigenschaften nach ein gelber 


bilirubinoider Farbstoff vom Typus der ms-Bilidiéne wie das Bili- 


rubin selbst. Die Gmelinsche Reaktion ist positiv und vollstandig. 


Im iibrigen ahnelt er auBerordentlich dem isomeren Koprobili- 
rubin IVy3). Die Schmelzpunkte sind nahezu gleich (Mischschmelz- 
punktsdepression 4°), ebenso sind die Léslichkeitsverhaltnisse sehr 
| @hnlich. 


Damit ist der Abbau eines Haims zum Bilirubinoid, so wie ihn 


an vivo der Organismus der héheren Tiere vom Hamoglobin zum 
| Bihrubin TX« durchfithren kann, erstmalig in vitro vom Koproester- 
_pyridin-hamochromogen zum Koprobilirubin durchgefiihrt worden. 
Die in vitro verwendeten Reagentien — Hydroperoxyd, mole- 
kularer Sauerstoff, schwaches Alkali und Saure, Hydrierung mit 


) A. Stern u. F. Pruckner, Z. physik. Chem. (A) 182, 117 (1937). 
*) H. Fischer u. H. Libowitzky, Diese Z. 251, 200 (1938). 
°) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 210, 140 (1932). 
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Wasserstoff in statu nascendi — und Bedingungen sind von eip. 
facher Art, so daB méglicherweise auch der Reaktionsmechanismys 
in beiden Fallen der gleiche ist. Das folgende Schema gewabrt eine, 
Uberblick iber die Reaktionsfolge. 


Schema zur Umwandlung des Koproester-pyridin- 
hamochromogens in Koprobilirubin la 


1. Koproesterpyridin- 
himochromogen (VI) 


'H.0, 


Y 


(iiber «-Oxy-koproester- 
pyridin-himochromogen?) 


~ 
ee 
-_ 
- 
~ 
~~. 


Reduktion me 2. o-Oxykoproesterpyridin- oul 
K¥e lll —> Fell parahimatin bzw. -chlor- 





a7 braune Farbstoffe 








2a a-Oxykoproester- : ana Yas ae : als Nebenprodukt 
pyridinhimo- O, : 
chromogen A! 
3 Y | | ? 
O, Reduktion 3. Koproesterpyridinverdo- Y 
al 3 saamamaa > Sogn ~chlor- _ braune Farbstoffe 
3a Koproester- : ' als Nebenprodukt 
pyridinverdohimo- - Alkali in 
chromogen |Methanol i 
: Y ne 
? 4, Gelbbrauner Zwischen- 
% farbstoff 
‘ ; | Mineralsaure 
a. wil Y 
\ 5. (Koproglaukobilinester- 
ferrichlorid nicht isoliert) 
4 ~ FeCl, 
x ~HCl 
Y 


6. Koproglaukobilinester Ie 


Reduktion mit 
Zinkstaub -Eisessig 
und Verseifung 


Y 
7. Koprobilirubin Ia 


Die Reaktionsfolge nimmt ihren Anfang bei der Verbindung 
aus 2 Mol Pyridin mit dem zweiwertigen Eisenkomplexsalz de: 
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Koproporphyrin I-esters, welche mit Wasserstoffsuperoxyd neben 
praunen Farbstoffen unbekannter Konstitution die Kisenkomplex- 
verbindung eines «-Oxyporphyrins gibt. Bei dieser Reaktion ist 
noch unklar, ob primar die Zweiwertigkeit des Eisens erhalten 
bleibt und erst das «-Oxyhimochromogen entsteht, das infolge Ein- 
wirkung von Luftsauerstoff in Gegenwart von Chlorionen erst sekun- 
dir in das «-Oxychlorhimin tbergeht oder ob die Oxydation des 
Ferroeisens zu Ferrieisen schon durch das Wasserstoffsuperoxyd 
bewirkt wird. 

Analog dem Koproester-pyridin-hamochromogen wurde deshalb 
das a-Oxykoproester-pyridin-himochromogen krystallisiert dar- 
sestellt. Die braunrote Lésung dieses Himochromogens in Pyridin, 
spektroskopisch bereits friiher beschrieben?), farbt sich an der Luft 
sehr leicht griin unter Auftreten des charakteristischen dreibandigen 
Spektrums, welches diesmal méglicherweise einem Verdohamo- 
chromogen, also einem zweiwertigen Eisenkomplexsalz angehort. 
Anscheinend besteht zu dem in dieser Abhandlung beschriebenen 
Weg der Umwandlung eines «-Oxyhamins in Glaukobilinester, der 
iiber die dreiwertigen Kisenverbindungen liuft, noch ein zweiter 
paralleler Weg, der iiber die zweiwertigen Eisenverbindungen liuft, 
wie auf der linken Seite des Schemas angedeutet ist. 

Bei der Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf das Kopro- 
ester-pyridin-hamochromogen sowie bei der Reaktion des «-Oxy- 
koproester-pyridin-parahimatins mit Sauerstoff sind als bisher nicht 
weiter untersuchte Nebenprodukte braunrote Farbstoffe beobachtet 
worden. Uber die méglichen Zusammenhinge dieser Farbstoffe 
untereinander und mit den «-Oxyverbindungen ist noch kein ex- 
perimentelles Material vorhanden. 

Das dreiwertige Eisenkomplexsalz des Koproporphyrinesters 
reagiert nicht nachweislich mit Wasserstoffsuperoxyd bei den hier 
angewandten Mengen und Konzentrationsverhaltnissen. Erst bei 
viel héheren Konzentrationen wurde von H. Fischer und H. 
von Dobeneck?) Propentdyopent festgestellt. Dieser grund- 
legende Unterschied in der Reaktionsfahigkeit der zweiwertigen 
und dreiwertigen Eisenkomplexsalze der Porphyrine ist scharf zu 
betonen, vor allem auch deshalb, weil bei physiologischen Ver- 
suchen haufig das bequem zugingliche Hiimin mit dreiwertigem 
Eisen verwendet wird, wihrend im roten Blutfarbstoff das Eisen 
1) H. Libowitzky u. H. Fischer, Diese Z. 255, 227 (1938). 

*) Diese Z. 262, 125 (1940). 
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in zweiwertiger Form enthalten ist. Auch erklart diese verschiedene 
Reaktionsfaihigkeit leicht, warum R. Duesberg?) fand, daB unter 
physiologischen Verhaltnissen im Korper frei geléstes Himoglobir 
offenbar quantitativ in Bilirubin umgewandelt wird, Hamatin da- 
gegen nicht. 

Als nachstes Zwischenprodukt der Umwandlung zum Gallen- 
farbstoff tritt 8. das Koproester-pyridin-verdoparahimatin auf, er- 
halten durch Einwirkung von molekularem Sauerstoff auf das 
a-Oxykoproester-pyridin-parahimatin. Seine und des gelbbraunen 
Zwischenfarbstoffs Konstitution sowie die Auffindung des zwischen 
2. und 5. des Schemas eliminierten Kohlenstoffatoms sind die 
letzten Probleme des Umwandlungsprozesses. 


Die Stufen 5—7 des Schemas sind wieder bekannte Reaktionen. 
Die Ausbeute an Koprobilirubin bei der Reduktion des Glaukobilin- 
esters diirfte durch katalytische Hydrierung noch wesentlich zu ver- 
bessern sein. 

Denkt man sich das Reaktionsschema tibertragen auf physio- 
logische Verhaltnisse, so ist zu vermuten, daB ebenso wie in der 
Reaktionsfolge 1—8 die Stickstoffbase Pyridin in vitro notwendig 
ist zum Zustandekommen der Reaktion, in vivo das Protohém IX, 
das a-Oxyhémin IX (oder dessen Hiim) und das Verdohémin IX 
(oder dessen Hiim) noch mit Globin oder denaturiertem Globin ver- 
bunden sein werden. Die Abspaltung der KEiweiBkomponente 
Globin, mit deren Denaturierung der ganze ProzeB vielleicht tiber- 
haupt beginnt, kénnte dann friihestens zwischen 3 und 4 oder 5 des 
Schemas erfolgen. 


Fir die mihevolle Darstellung von Analysenpraparaten des 
Koproester-verdohimins, des Koproglaukobilinesters I und des 
Koprobilirubins I bin ich Herrn Dr. Eberhard Stier zu auf- 
richtigem Dank verpflichtet. 


Versuche. 


1. Einige verbesserte Darstellungsvorschriften. — a) Synthese 
von Koproporphyrin l-ester. Citronensiure wird in einem geréumigen 
Rundkolben eine halbe Stunde lang auf 160—170° erhitzt, wobei unter starkem 
Schiumen zunachst das Krystallwasser entweicht und auBerdem partielle 
Anhydrisierung in geringem MaBe eintritt. 


In einen 1/,-Liter-Rundkolben werden 80 g der so vorbereiteten Citronen- 
saure bei 165° geschmolzen und in die Schmelze langsam unter Rihren 30 g 





1) Arch. f. exper. Path. 179, 305 (1939). 
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| 5- Brom -4, 3’, 5'- trimethylpyrromethen - 3, 4'- dipropionsiurehydrobromid ein- 


getragen, wobel die Temperatur der Schmelze nicht abfallen darf. Die diinn- 


' flissige Schmelze wird unter staéndigem Riihren im Laufe von 15 Minuten 
' auf 190° erhitzt und zum SchluB die Temperatur in 5 Minuten rasch auf 210° 


gesteigert, wobei die Schmelze dickfliissig wird. Der Kolben wird aus dem 


- Bad genommen und der Inhalt in 1 Liter 2 n-Ammoniakwasser unter Umriihren 


eingegossen. Nach Erkalten wird der Rest der Schmelze aus dem Kolben 
gleichfalls in 2n-Ammoniakwasser gelést. 
Die ammoniakalische Lésung wird in das doppelte Volumen 2 n-Salzsaure 


| eingegossen und sofort durch zwei 32-cm-Faltenfilter von einem braunen 
| Niederschlag filtriert. Aus dem rotgefarbten Filtrat krystallisiert nach kurzem 


Stehen das Koproporphyrindihydrochlorid aus. 
Der Filterriickstand wird von neuem in 2n-Ammoniakwasser gelést, 


| diese Lésung in 2n-Salzsdure gegossen usw., bis das Porphyrin véollig aus 
' dem Niederschlag verschwindet. Ebenso werden die Filtrate von dem aus- 
_ krystallisierten Dihydrochlorid mit Natronlauge bis zur eben nicht mehr kongo- 

craublauen Reaktion versetzt, wobei das Porphyrin ausflockt (spektroskopische 


Kontrolle), die Flocken wieder in Ammoniak gelést und in Saéure gegossen usw., 


| wobei man zweckmaBig analoge Fraktionen aus mehreren Ansatzen vereinigt. 


Das auskrystallisierte Dihydrochlorid wird durch einhalbstiindiges Kochen 


' mit etwa 200 ccm 10°/,iger methylalkoholischer Salzsiure verestert, nach 


Abdestillieren des Methanols in 3/, Liter Chloroform aufgenommen, mit Wasser, 
2n-Natronlauge und wieder mit Wasser gewaschen. Die weitgehend eingeengte 


_ Lésung wird mit dem fiinffachen Volumen siedenden Methanols versetzt, wobei 
| der Ester schon in der Hitze auskrystallisiert. Umkrystallisieren durch Lésen 


in siedendem Pyridin und Zusatz der fiinffachen Menge siedenden Methanols. 


| Ausbeute 3—3,3 g. 


Bei dieser Gelegenheit wurde in iiblicher Weise das schén kristalli- 


sierte Nickelsalz gewonnen, das bei der Analyse gut stimmende Zahlen ergab. 


4,506 mg Subst.: 10,352 mg CO,, 2,360 mg H,O, 0,428 mg NiO. — 


F 4.318 mg Subst.: 4,907 mg AgJ. 
© CoH yON,Ni (767,07) Ber.: C 62,57 H 5,78 Ni 7,65 4OCH, 16,18 
7 


Gef.: ,, 62,66 ,, 5,86 .,, 7,46 = 15,01. 


b) Kopro I-esterchlorhamin. 1 g Ferrum reductum wird in 500 ccm 


' siedendem KEisessig gelést und von geringen Mengen Ungeléstem durch ein 


24-cm-Faltenfilter in ein 1-Liter-Becherglas filtriert. Das dunkelbraune Filtrat 


wird zum Sieden erhitzt, 12 ccm gesattigte Kochsalzlésung zugegeben, vom 


Feuer genommen und in die eben noch siedende Lésung langsam unter stin- 


'digem Rithren die siedende Lésung von 6g KoproJI-ester in 60—80 ccm 


Chloroform eingegossen, wobei das Chloroform gréBtenteils verdampft. Nach 
Erkalten wird abgesaugt, wiederholt zur Entfernung von Kochsalz mit sieden- 
dem Wasser gewaschen und getrocknet. Ausbeute etwa 6,5 g. Aus der ein- 
seengten Mutterlauge krystallisieren noch geringe Mengen aus. 


c) Kopro I-ester-pyridin-hamochromogen. In einem 300-ccm- 


Schliffkolben werden 5 g Kopro I-esterchlorhamin in 200 cem Pyridin auf dem 


Wasserbad gelést, 10 com Hydrazinhydratlésung 1 : 10 hinzugegeben, und nach 
Abklingen der Gasentwicklung wird der Kolben bis zum Rand mit siedendem 
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Wasser aufgefiillt und zugestopft. Erkalten lassen, 1 Stunde in Eis stelley, 
absaugen, bei 50°im Vakuum trocknen. Ausbeute 5,2—5,4 g Hamochromogen, 


d) OxykoproI-esterchlorhamin. 922,383 mg = 1/,99) Mol Kopro. 
esterpyridinhamochromogen werden in 300 ccm Pyridin durch Erwarmen anf 
80—85° gelést, auf 60° abgekiihlt und in ein unten durch eine Glasfritte 
abgeschlossenes Rohr eingefiillt, welches in einem 50° warmen Wasserbad steht 
und durch die Fritte langsam mit Stickstoff durchgespiilt wird. Dazu lagi 
man 10 ccm einer Lésung, enthaltend 1°/, H,O, als Perhydrol in trockenen 
Pyridin gelést, eintropfen. Dabei wird durch standige Anderung des Stick. 
stoffdrucks griindlich gemischt. Nach 12—15 Minuten wird unterbrochen, die 
griin gefarbte Pyridinlésung im Vakuum zur Trockne eingeengt, der Riickstand 
mit 5 cem siedendem Chloroform behandelt, dieses gréBtenteils weggedampft 
und der halbfliissige Lack mit 20 ccm siedender, 5°/,iger methylalkoholische 
Salzsiure iibergossen. Schon in der Siedehitze scheidet sich das rohe Oxy. 
chlorhamin aus. Ausbeute 350—450 mg Rohprodukt. Es wird umkrystallisiert 
wie folgt: 

2g Rohprodukt werden in einem Gemisch aus gleichen Teilen Pyridin 
und Chloroform kalt gelést, filtriert und im Vakuum zur Sirupdicke eingeengt. 
Der Sirup wird mit 5 ccm Chloroform verfliissigt und in 50 ccm siedende, 
3°/,ige methylalkoholische Salzsiure eingegossen und noch handwarm filtriert. 
Verlust beim Umkrystallisieren 20—30°/, des Rohprodukts. 

Aus den Mutterlaugen der Umkrystallisation wie der Darstellung kénnen 
nach Einengen geringe Mengen braunrote Farbstoffe krystallisiert erhalten 
werden. Vgl. auch Diese Z. 255, 227—228 (1938). 





2. Koproester-verdohamin. 0,6 g Oxykopro I-esterchlorhamin werden 
in einer heizbaren Schiittelente in 150 ccm Pyridin gelést, der frei gebliebene 
Raum wird kalt mit Sauerstoff gefiillt, die Ente verschlossen, auf 55—60! 
erwarmt und fiinf Stunden lang geschiittelt. Nach Abdestillieren des Pyridins 
im Vakuum wird der Riickstand in wenig (10—15 ccm) siedender, 5°/,iger 
methylalkoholischer Salzséure gelést und rasch mit Eis gekiihlt. Die Kry- 
stallisation erfordert einige Zeit, bis sie vollstandig ist. Ausbeute an Rob- 
produkt 350—380 mg. 

Das Rohprodukt wird nach gutem Trocknen mehrere Stunden mit Methy!- 
acetat extrahiert. Zu Beginn der Extraktion tropft die Lésung braunrot ab 
und wird zum SchluB blaBgriin. In diesem Stadium wird unterbrochen. Der 
Hiilsenriickstand enthalt das in Methylacetat kaum lésliche Verdohamin, aus 
der eingeengten braunroten Lésung scheiden sich Krystalle ab, die noch nicht 
naher untersucht sind. Verlust bei dieser Reinigungsoperation 15—20°/, des 
Rohprodukts. 

Der so dargestellte Koproverdohaminester ist ein schwarzgriines, kry- 
stallines Pulver vom Schmelzp. 192—194° unter dem Schmelzpunktsapparat 
von Kofler und Hilbeck. Im Schmelzpunktsréhrchen findet man det 
Schmelzpunkt je nach Art des Erhitzens verschieden. Umkrystallisation wurde 
nach Feststellung der Stabilitatsverhaltnisse in Lésungsmitteln auf folgende 
Arten vorgenommen: 


Praparat I. Der Koproverdohaiminester wird bei Zimmertemperatur i0 
Ameisensaure gelést, diese im Vakuum bis zur Lackkonsistenz weggedampft und 
der Riickstand mit der zur vélligen Lésung eben ausreichenden Menge siedenden 
Methylformiats tibergossen. Nach einigem Stehen krystallisiert der Ester 
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I angsam in prachtvoll ausgebildeten, groBen, schwarzgriinen Prismen vom 
' Schmelzp. 196°. Nach insgesamt dreimaliger Umkrystallisation nach dieser 
Vorschrift liegt der Schmelzpunkt bei 198° = Praparat I. 


Praparat II. Der Koproverdohaminester wird in Pyridin gelést, dieses 
pis zur Lackkonsistenz im Vakuum weggedampft und der Riickstand mit 
90/ iger siedender, methylalkoholischer Salzsaure tibergossen. Die so erhaltenen 
B krystalle sind weniger gut ausgebildet und von mattschwarzer Farbe. Viel- 
Hleicht enthalten sie etwas salzsaures Pyridin, da beim Waschen mit heifem 
‘Wasser der griine Ester in geringer Menge gelést wird. Auf diese Weise 
F insgesamt zweimal umkrystallisiert = Praparat II. 

Praparat III. Der Koproverdohaminester wird bei Zimmertemperatur 


‘in Ameisensaure gelést, diese im Vakuum bis zur Lackkonsistenz weggedampft 
‘und der Riickstand mit der zur vélligen Lésung ausreichenden Menge 2°/,iger, 
'siedender methylalkoholischer Salzséure iibergossen. Nach einstiindigem 
' Stehen in Eiswasser wird abgesaugt und mit Methanol gewaschen. Zur Analyse 
‘wird zwei Stunden im Hochvakuum bei 40°, anschlieBend 24 Stunden bei 
j normaler Temperatur getrocknet. Schmelzp. 202°. Wegen der Berechnung 
‘der méglichen Summenformeln vgl. 8. 194 und 195. 


Praparat I 
4,551 mg Subst.: 9,286 mg CO,, 2,285 mg H,O, 0,435 mg Fe,0,. — 
j 3.435 mg Subst.: 0,216 ccm N, (25°, 722 mm). — 7,407 mg Subst.: 2 558 mg 
AgCl, 0,714 mg Fe,0,. — 5,405 mg Subst.: 5,429 mg AgJ. 
Gef.: C 55,65 H 5,62 N 6,86 Fe 6,69, 6,74 Cl 8,54 OCH, 13,27. 


Praparat II 


3,627 mg Subst.: 7,512 mg CO,, 1,663 mg H,O, 0,333 mg Fe,0O,. — 
I 4,648 mg Subst.: 0,294 ccm N, (23°, 722 mm). — 6,015 mg Subst.: 2,004 mg 


| AgCl, 0,594 mg Fe,0,. — 4,340 mg Subst.: 4,991 mg AgJ. 


Gef.: C 56,49 H 5,12 N 6,93 Fe 6,72 Cl 8,24 OCH, 15,19. 


Praparat III 
3,789 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. 2 Stdn. getrocknet): 7,777 mg CO,, 
6mg H,O. — 4,004 mg Subst.: 0,243 com N, (24°, 706 mm). — 3,888, 


1,72 
/2,718 mg Subst.: 0,779, 0,522 com n/100-AgNO;,. — 4,801 mg Subst.: 
5,17 


8Smg AgJ. — 3,789 mg Subst.: 0,347 mg Fe,O,. 
Gef.: C 55,98 H 5,10 N 6,48 Fe 6,39 Cl 7,10, 7,00 OCH, 14,25. 


Praparat III*) 


(dreimal aus Ameisenséure—Methylformiat, einmal aus Ameisensiure und 


2°/,iger methylalkoholischer Salzséure umkrystallisiert) 


4,080 mg Subst.: 8,330 mg CO,, 1,900 mg H,O. — 2,844 mg Subst.: 
0,164 com N, (27°, 743 mm). — 5,043 mg Subst.: 2,355 mg CO,, 0,466 mg 
Fe,0,. — 3; 862 mg Subst.: 1,435 mg Ag(Cl. 


Gef.: C 55,67 H 5,21 O 16,97 N 6,41 Fe 6,46 Cl 9,19. 


*) Diese Analysen wurden von Herrn Dr. Wurzschmitt, Analytisches 


| Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G. in Ludwigshafen, ausgefiihrt 


(Vgl. S. 195). 
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Praparat I*) 


3,304 mg Subst.: 6,702 mg CO,, 1,515 mg H,O. — 2,236 mg Subst. 
0,119 com N, (25°, 758 mm). — 4,236 mg Subst.: 1,998 mg CO,, 0,375 mp 
Fe,0,. — 4,311 mg Subst.: 1,670 mg AgCl. 


Gef.: C 55,31 H 5,13 O 17,14 N 6,08 Fe 6,19 Cl 9,58. 
Spektrum des Koproverdohiminesters in Pyridin: 
I. 681,4.. -672,3—638,3. . .630 (schwach); II. AuBerst unscharf 603 











655,0 
(Max.); III. 532,0—523,2; IV. 501,2—499,8. End-Abs.: 464. 
527,6 500,5 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, III, IV, I. 


Spektrum nach Zusatz von Ascorbinsaure: 
a; 668,0—642,0; II. 533,4—523,4; III. AuBerst schwach 496 (Max. 


655,0 528,4 
End-Abs. 461. 


Reihenfolge der Intensitét: I, I, III. 








3. Versuch zur Eisenabspaltung aus Koproverdohaminester. 150 mg 
Ferrum reductum werden im Stickstoffstrom in 20 ccm Eisessig gelést und in 
die kalt gewordene Lésung 215 mg Koproverdohaminester (etwa 0,25/1000 Mol} 
in 5cem Eisessig und danach 2 cem 10°/,ige methylalkoholische Salzsiure 
zugegeben. Bei Zugabe der methylalkoholischen Salzsaure hellt sich die rein- 
griine Lésung auf und nimmt nach wenigen Sekunden eine schéne, goldbraune 
Farbe an. Nunmehr wird in iiblicher Weise rasch in Chloroform aufgearbeitet; 
jedoch verfarbt sich die Lésung schon wenige Minuten darauf schmutzigbraun, 
und schlieBlich werden beim Versetzen mit Methanol nur 3 mg Krystalle 
erhalten, welche spektroskopisch identisch sind mit einem Gemisch aus Oxy- 
koproester und Koproester. Die Mutterlauge hiervon ist triib graubraun und 
nicht zur Krystallisation zu bringen. Vermuttich ist der dem ,,griinen Hamin‘ 
zugrunde liegende Pyrrolfarbstoff goldbraun gefaérbt und sehr leicht léslich 
in Methanol und Chloroform, ebenso auch in Essigester und Ather. Er ist 
auBerdem wenig stabil. Vielleicht fiihrt hier der Kunstgriff der Veratherung 
mit Diazomethan oder der Veresterung mit Benzoylchlorid zu einem wenige! 
leicht oxydablen Derivat. 


4. Stabilitat des Koproverdohaminesters in verschiedenen L0- 
sungsmitteln. Der Verdohiminester wandelt sich in verschiedenen Lésungs 
mitteln in Glaukobilinester um, ist in anderen dagegen leidlich stabil. Die Unter- 
scheidung der beiden wurde wie folgt vorgenommen: Der Verdohamineste! 
gibt keine Gmelinsche Reaktion, sondern wird lediglich zu orangeroten Farb- 
stoffen oxydiert. Mit iiberschiissigem Pyridin versetzt, erhalt man das bekannte. 
dreibandige Spektrum. Der Glaukobilinester dagegen gibt positive und voll: 
standige Gmelinsche Reaktion; lediglich die durch Salzbildung mit der Sal- 
petersaure bedingte Griinfirbung ist von rasch voriibergehender Natur. Mit 
Pyridin entsteht kein dreibandiges Spektrum. Die Verdohiminlésungen blieben 


*) Vgl. Anm. S. 205. 
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94 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, ohne daB der Luftzutritt besonders 


ausgeschlossen wurde, und wurden dann spektroskopisch und mit der Gmelin- 


schen Reaktion gepriift. Der Farbunterschied zwischen dem griinen Verdo- 
| haminester und dem blaugriinen bis blauen Glaukobilinester ist auch leicht 
' mit freiem Auge wahrnehmbar, ebenso sind auch Gemische bei einiger Ubung 
| Jeicht kenntlich. 


In Eisessig kalt und warm gut ldéslich; nach 24 Stunden teilweise in 


| Glaukobilinester umgewandelt, wie aus der positiven Gmelinprobe, dem 
positiven dreibandigen Spektrum und der Lésungsfarbe des Gemisches hervor- 
'oeht. Nach 48 Stunden vollkommen umgewandelt. 


In Ameisensaure kalt und warm gut léslich, stabil; auch nach 48 Stunden 


| keine Umwandlung feststellbar. 


In Chloroform kalt und warm spielend léslich; nach 24 Stunden keine 
Umwandlung. 

In Chloroform—Eisessig 1:1 nach 24 Stunden teilweise umgewandelt. 

In Aceton warm maBig, kalt schlecht léslich. Nach 24 Stunden keine 
Umwandlung. 

In Aceton—Eisessig 1: 1 nach 24 Stunden teilweise umgewandelt. 

In Methanol—Eisessig 1:1 nach 24 Stunden vollstandig in Glaukobilin- 


ester umgewandelt. 


In Methanol und 1°/, Chlorwasserstoff nach 24 Stunden teilweise um- 


' gewandelt. Die Reaktion kann auch durch mehrstiindiges Kochen nicht im 
| Sinne einer vollstandigen Umwandlung geleitet werden; hierbei scheinen ander- 
| weitige Zersetzungsreaktionen bevorzugt zu sein. Man kommt auf diesem Wege 
‘nicht zu guten Ausbeuten an Gallenfarbstoff, und auch Variieren der Chlor- 
| wasserstoffkonzentration und Kochdauer hilft nicht viel, wie dies friiher schon 
| bekannt war!), jedoch damals mangels krystallisierten griinen Haimins nicht 
| systematisch untersucht werden konnte. 


In Methanol allein verlauft die Reaktion insofern abweichend, als sich 


| hier zunichst der braune Zwischenfarbstoff, der mit Alkalien sofort entsteht, 
langsam bildet und aber auch gleich wieder weiter oxydiert. 


Der Verdohaminester ist in kaltem Methanol reichlich, in heiBem sehr 


» gut léslich. Die griine Lésung wird je nach Reinheit des Methanols mehr 
| oder weniger leicht miBfarben graubraun und liefert nach Zugabe von etwas 


Chlorwasserstoff unter Blaugriinfirbung Glaukobilinester. Nach langerem 
Stehen der Methanollésung an der Luft bekommt man nach Zugabe von Chlor- 


wasserstoff Farbstoffgemische von rotvioletter Farbe, die noch nicht naher 


untersucht wurden. 
5. Praparative Umwandlung des Koproverdohaminesters tuber 


' den braunen Zwischenfarbstoff in Koproglaukobilinester Ix. 200 mg 


Koproverdohaminester werden in 80 ccm Methanol warm gelést, abgekiihlt 
und mit einer kalten Lésung von 2 g Atzkali in 20 ccm Methanol versetzt. Die 
Mischung farbt sich beim Umschwenken braungelb. Nach einer halben Minute 
gieBt man eine Lésung von 5 g Chlorwasserstoff in 20 cem Methanol dazu, wobei 


' die Flissigkeit momentan griinblau wird. Man kocht zur Nachveresterung 
' noch 10 Minuten am Riickflu&kihler, engt auf etwa 30 ccm ein und gieBt in 


1, Liter Chloroform ein. Man wascht mehrmals mit Wasser, bis im Wasch- 
wasser die Berlinerblaureaktion auf Ferriionen negativ wird. Das primar vor- 


_—. 


1) H. Libowitzky u. H. Fischer, Diese Z. 255, 233 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 15 
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handene Ferrichloriddoppelsalz des Koproglaukobilinesters wird hierbei bereits 
unter Farbumschlag von griinblau nach dunkelblau zerlegt. 

Zur quantitativen Bestimmung des dreiwertigen Eisens werden die ein. 
geengten Waschwasser zum Sieden erhitzt, mit einigen Tropfen Perhydrol zur 
Zerstérung von Farbstoffspuren und mit iiberschiissiger Ammoniaklésung ver. 
setzt und als Fe,O, gewogen. 

Die Chloroformlésung wird zur Entfernung der letzten Saurespuren einmal 
mit Natronlauge, danach mehrmals mit Wasser gewaschen, eingeengt und 
mit heiSem Methanol versetzt, wonach der Koproglaukobilinester auskrystalli- 
siert. Es wird aus der Hiilse mit Aceton extrahiert und nach Einengen durch 
Zusatz von siedendem Methanol wieder zur Krystallisation gebracht. 

200 mg Koproverdohaminester liefern so 125 mg rohen Koproglaukobilin- 
ester entsprechend 73,2°/, d. Th. (fiir ein Mol.-Gew. von 850 berechnet) und 
11,36 mg Fe,O, = rund 87°/, d. Th. 

Zur Analyse wird dreimal aus Aceton—Methylalkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 208°. 


3,793, 4,071 mg Subst. (bei 60° im Hochvakuum getrocknet): 8,858, 
9,542 mg CO,, 2,100, 2,323 mg H,O. — 4,695 mg Subst.: 0,323 ccm N, (23°, 
721 mm). — 3,530 mg Subst.: 4,591 mg AgJ. 


Cy9HgOi9N, (730,40) 
Ber.: C 64,08 H 6,35 N 7,67 OCH, 16,99 
Gef.: ,, 63,69, 63,93 ,, 6,19, 6,38 ,, 7,61 yy | Reyes 


Die Reaktion wurde mit prozentual etwas besserer Ausbeute auch im 
Stickstoffstrom durchgefiihrt. Die langere Einwirkung von Alkali auf den 
Verdohaminester driickt die Ausbeute merklich herab. Es wurde ferner ver- 
sucht, das beim Ubergang zum Gallenfarbstoff eliminierte Kohlenstoffatom 
an der Stelle Verdohamin—Glaukobilin als Formaldehyd und Ameisensiure 
zu fassen. Es wurden hierzu 800 mg Verdohaminester angesetzt, im Stick- 
stoffstrom gearbeitet und das unter guter Kiihlung aufgefangene Destillat mit 
Morphin-Schwefelsaéure zunachst auf Formaldehyd gepriift. Das Ergebnis war 
negativ, eine nachtragliche Uberpriifung zeigte jedoch, daB in Gegenwart von 
methylalkoholischer Salzsiure Formaldehyd nicht mit Morphin nachgewiesen 
werden kann. Zur Priifung auf Ameisensiure wurde das Destillat, welches 
Methylformiat enthalten miiBte, mit Atzkali zur Verseifung versetzt, nach 
Abdestillieren des Methanols in Wasser gelést, im Extraktionsapparat nach 
Ansauern mit Schwefelsiure 12 Stunden mit Ather extrahiert und nach Ver- 
dampfen mit n/10-KOH titriert. Es wird keine Lauge verbraucht, Ameisen- 
siure ist somit sicher nicht anwesend. 


6. Reduktion des Koproglaukobilinesters zu Koprobilirubintetra 
methylester. 100 mg Koproglaukobilinester werden in 2 ccm Eisessig bei 5U’ 
gelést und mit 1g Zinkstaub heftig geschiittelt. Es erfolgt Farbumschlag 
von Blau nach Griin, schlieBlich wird die Lésung hellgriingelb. Man saugt 
rasch vom Zinkstaub ab, engt im Vakuum auf wenige Kubikzentimeter ¢1), 
nimmt mit Chloroform auf, wascht mit Wasser, Natronlauge und wieder mit 
Wasser, verdampft das Chloroform im Vakuum zur Trockne und versetzt den 
Riickstand mit der zur Lésung eben ausreichenden Menge siedender, 5°/,ige! 
methylalkoholischer Salzsiure. Nach mehrstiindigem Stehen krystallisiert lang: 
sam das Koprobilirubin Ix-tetramethylester-dihydrochlorid aus, Ausbeute 
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3540 mg. Aus den Mutterlaugen, die sich rasch griin farben, wurde keine 
‘weitere Krystallisation erreicht. 
| Ziegelrote, prismatische Krystalle vom Schmelzp. 197—200° nach vor- 
| hergegangener Griinfarbung. Verliert beim Kochen mit Methanol den ge- 
pundenen Chlorw asserstoff, wobei der schwer léslich freie Ester als gelbes Pulver 
‘ausfallt. Das Dihydrochlorid farbt sich an der Luft rasch oxydativ griin, ist 
‘sehr hygroskopisch und neigt, nach dem Analysenergebnis zu schliefen, zu 
‘abnormer Salzbildung. Seine Chloroformlésung ist orangerot, nach Durch- 
‘schiitteln mit Natronlauge gelb und zeigt sehr schéne, vollstandige positive 
‘(melinsche Reaktion. 

Zur Analyse bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet. 

3,365 mg Subst.: 7,071 mg CO,, 1,878 mg H,O. — 4,491 mg Subst.: 
0,295 cem N, (22°, 717 mm). — 6,263 mg Subst.: 2,967 mg AgCl. — 4,012 mg 

Subst. : 4,348 mg AgJ. 
CgH4g0,)N,°2 HCl (805,71) 
Ber.: C 58,13 H._ 6,26 N 6,95 Cl 8,80 OCH, 15,40 
Gef.: ,, 57,35 », 6,25 ree Fi »» 11,42 »» 14,32. 


Durch Abspaltung des Chlorwasserstoffs erhalt man den Koprobilirubin I «- 
tetramethylester, der ebenso wie das zu Vergleichszwecken neu dargestellte 
Tsomere IVy nur schlecht krystallisiert. 


7. Koprobilirubin Ie= 1’, 8’- Dioxy - 1,3, 5, 7 - tetramethy] - bili - dien- 
2c. 7'y)-2,4,6,8-tetrapropionsaure. 200mg Koprobilirubin I«-tetramethylester- 
Hdihydrochlorid werden mit 1 g Atzkali und 20 cem Methanol bis zur Lésung 
'gekocht, das Methanol im Vakwam abdestilliert und der Riickstand in wenig 
Wasse r gelést. Der Farbstoff wird mit Schwefelsiure ausgeflockt, abzentri- 
Tugiert und in der Zentrifuge mehrfach gewaschen und rasch im Hochvakuum 
iber P.O; getrocknet. Er farbt sich leicht oxydativ griin. Der Trockenriick- 
Band wird in wenig Pyridin gelést, wobei etwas Kaliumsulfat hinterbleibt, 
Miltriert, das Pyridin im Vakuum weitgehend abdestilliert und mit siedendem 
Bisessig versetzt. Das in Eisessig fast unlésliche Koprobilirubin krystallisiert 

in prachtvollen gelben, zu Sternchen gruppierten Prismen. 
Zur Analyse wurde aus Pyridin—Eisessig umkrystallisiert, anschlieBend 





Ftus Pyridin-Methanol. Schmelzp. 291°. Der Mischschmelzpunkt mit dem iso- 
Mheren Koprobilirubin IVy vom Schmelzp. 292° betragt 288°. 


| 4,265, 4,000 mg Subst. (bei 60° im Hochvakuum getrocknet): 9,724, 
9,001 mg CO,, 2,283, 2,111 mg H,O. — 3,501 mg Subst.: 0,280 ccm N, 


(28°, 705 mm). 


( 35H 49 O94 (676,32) 
Ber.: C 62,10 H._ 5,31 N 7 
Gef.: ,, 62,18, 61,44 ,, 5,99, 5,90 ,, 8,41. 
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Weitere Untersuchungen iiber die Bildung des Indolringaf 
insbesondere des Isatins, im Tierkérper wol 
b 1e 

I. Bohm 
Jnd 

(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstiitte der Pensionsanstalt der Privatangestellte 

in Neu Schmecks, Slowakei) - 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juli 1940) pan 
Ftag 
jsol 


Im folgenden sollen weitere Verbindungen, die erfahruns§, 
gem4B in vitro in Indolabkémmlinge iibergehen kiénnen, auf ih 
in vivo Indolderivate bildende Fihigkeit untersucht werden. Li 
Versuchs- und Fiitterungsverhiltnisse und die Indoxyl (Indika 
bestimmungsmethoden waren dieselben wie in den friiheren die 
beziiglichen Arbeiten. ‘ 

o-Nitrobenzoylessigsiure. NO,C,H,CO-CH,-COOH. i 
einer frither erschienenen Arbeit!) wurde die Méglichkeit d 








dis 
kutiert, daB die Umwandlung der o-Nitrophenylpropiolsiure aff essi 
Indoxyl im Organismus iiber die o-Nitrophenyloxyacryl- und diff der 
o-Nitrobenzoylessigsiure geht. Es wurde dort angenommen, dal[f viv 
die Reduktion der Nitrogruppe zur —NH=-Gruppe des Indolringef ind 
an dieser letzteren Verbindung vor sich geht. Ein geringeri ssi 
Teil der Nitrophenylpropiolsiure wird, wie im Sinne der Theor 
iiber die Oxydation der Fettsiiuren erwartet, als o-Nitrobenz:§ 
siure ausgeschieden. Die in der zitierten Arbeit ausgefiihrte 

Fiitterungsversuche mit dem d-Nitrobenzoylacetessigsaurem Athy fil 
zeigten eine geringfiigige Vermehrung der Indoxyltagesausscheidun 
die nach der Verdoppelung der verabreichten Dosis sich eben proc 


falls verdoppelte. band 

Inzwischen gelang es nach der Vorschrift von Needhaif For 
und Perkin?) die o-Nitrobenzoylessigsiiure in analysenreinem ZR der 
stand herzustellen. Die Darstellung ist nicht schwer und gelilSf& ents 
in guter Ausbeute. Der isolierte Stoff hatte den vorgeschriebenel% selb, 
Schmelzpunkt von 120°, gab mit FeCl,-Liésung eine tiefrot spe 
Farbe und zersetzte sich beim Kochen, wobei ein nach o-Nittoy inte) 
acetophenon riechendes 0] entstand. die 
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5,150 mg Subst.: 9,805 mg CO,, 1,590 mg H,0O. 3,157 mg Subst.: 

0.181 cem N (23°, 767 mm). 

: C,H,O;N Ber. C 51,7 H 3,3 N 6,7 

Gef. ,, 51,95 ,,3,45  ,, 6,67. 
rings Der Stoff wurde nun Kaninchen in Dosen von 1 g verabreicht, 

‘wobei toxische Symptome: Prostration und bis 2 Stunden dauernde 

‘Krimpfe beobachtet werden konnten, allerdings nicht bei allen 

Tieren. 

Ks ist nun bemerkenswert, da die Mehrausscheidung an 

‘Jndoxyl nach Verabreichung dieses Stoffes nicht gréBer war, als 
sesteliin Fach Verabreichung des o-Nitrobenzoylacetessigsauren Athyls, 
‘nimlich nach 1 g des Stoffes rund um 15 mg mehr als am Vor- 
‘tage, ohne Belastung. Aus den Urinen konnte o-Nitrobenzoesiiure 
isoliert werden (Schmelzp.: 147°). Unsre urspriingliche Erwar- 
vhrunsf tung, daB nach Verabreichung der o-Nitrobenzoylessigsiure, die 
auf ibrf3n vitro unter EKinfluB von Lauge und Reduktionsmittel (z. B. 
en. DifTraubenzucker) mit derselben Leichtigkeit Indoxyl und Indigo 
ndikan-P)ildet wie die o-Nitrophenylpropiolsiure, sich im Tierkérper auch 
en diesfs0 wie diese Siure verhalten und betrichtliche Mengen an Indoxyl 
geben wiirde, hat sich also nicht erfillt. Wir wollen aber, be- 
onders in Hinblick auf die Ausscheidung des ,,normalen Aus- 
scheidungsproduktes der Nitrophenylpropiol- und Nitrobenzoyl- 
sssigsiiure, der o-Nitrobenzoesiure, das von uns angegebene Schema 
rder Indoxylbildung aus gewissen o-Nitrophenylabkémmlingen in 
vivo doch aufrecht erhalten. Dabei kénnen beziiglich der geringen 
iudoxylmehrausscheidung nach Verabreichung von o-Nitrobenzoyl- 
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ringere ressigsiiure folgende modifizierende Annahmen gemacht werden: 
Theorie 1. Die Reduktion der Nitrogruppe zur —NH=-Gruppe des 


benzoefe Indolringes vollzieht sich wiihrend der stufenweisen Absiittigung 
er Nitrophenylpropiolsiure, der Seitenweg, der zum Indoxyl 
iihrt, zweigt gleich am Anfang der Reaktionskette ab, oder 

» 2. die in der Zelle intermediiir entstehenden Zwischen- 
‘produkte sind labiler als in reinem Zustande und werden einen 
‘anderen UmwandlungsprozeB unterzogen, als wenn sie in reiner 
"Form dem Organismus per os dargeboten werden. Sicherlich ist 


‘der Kontakt der in der Zelle im Zuge des Umbaumechanismus 


1 eber: 


edhal 


em Zi 


geling@ entstehenden Zwischenverbindungen viel inniger, als wenn dieser 
iebenel selbe Stoff von auBen an die Zelle herangebracht, diese wegen 


tielrote spezieller Permeabilitaétsverhaltnisse gar nicht oder nur weniger 
)- Nit intensiv durchdringt. Es kann ja auch angenommen werden, daf 
‘die in unsrem Schema angefiihrten Zwischenverbindungen gar 
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nicht als bestindige, fafbare Verbindungen entstehen, sondern 
schon in statu nascendi verindert werden und so labilere Gebili:§ 
sind als in vitro. Eine ahnliche Uberlegung wird von L. Young’ 
gebracht, der tiber die méglichen Zwischenstufen bei der Kx. 


stehung der Mercaptursiuren nach Verfiitterung von Monohaloge». 
benzolen diskutiert. Da die entstehenden Mercaptursiuren p-Deri. 
vate sind, nimmt man an, da der erste Schritt bei der Bildung 


dieser Séiuren die Entstehung von p-Phenolverbindungen ist. Dif 
Verfiitterung von p-Chlor- und Bromphenol fiihrte aber zu keine§ 


Mercaptursaurebildung. Der Autor sagt nun: ,,Results of thi 


type, however, can only be regarded as indicative, for it dowf 


not follow that the changes, which are undergone by a con. 


pound produced in the tissues, are invariably the same as thos 
undergone by that compound, when it is administered to thf 


animal.“ Wir wollen auf Grund dieser Uberlegungen unser 


urspriingliches Schema aufrecht erhalten und auf Grund unsref 
Beobachtungen die o-Nitrobenzoylessigsiure als eine in vivo nuh 


ganz geringfiigig indoxylbildende Substanz ansehen. 


O- Nitrophenylbrenztraubensiure NO,C,H,CH,CO-COOH : 
Dieser Stoff hat in vitro ebenfalls Beziehungen zum Indolring 


da er durch Reduktion in die N-Oxy-c-indolcarbonsiiure iiber- 


fiihrt werden kann, die ihrerseits mit Schwefelsiiure dann Indigif- 
gibt, wie dies Reissert*) gezeigt hat. Die Siure wurde nachf 
der Vorschrift dieses Autors in guter Ausbeute hergestellt, sich 
gab mit Natronlauge eine intensive tiefrote Farbung und mith 
FeCl,-Lisung auch in grofer Verdiinnung eine schéne tiefgriinef 


Farbe. Der Schmelzpunkt der aus Benzol 2mal umkrystalli- 
sierten Siure betrug 120°, sie war rein. 


5,162 mg Subst.: 9,729 mg CO,, 1,522 mg H,0O. 
C,H,0,N Ber. C 51,7 H 33 
Gef. ,, 51,4 aes 


Die Substanz wurde in wifriger Liésung Kaninchen ver 
abreicht, dabei konnte, wie aus der folgenden Tabelle erhellt 
keine Vermehrung der Indoxylausscheidung beobachtet werden. 
Die Schwankungen stehen innerhalb der spontanen Anderunge! 
der Indoxylausscheidung. 

Die nach der Verfiitterung der Siure innerhalb 5 Stunden 
entleerten Urine gaben mit Lauge eine tiefrote, mit Eisenchlorid- 
lésung eine griine Firbung. Diese letztere war so intensiv, da! 
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Weitere Untersuchungen iiber die Bildung des Indolringes usw. 


Tabelle I 





Indikan- Verfi Indikan- 

eh ok : ertiittert : 
Kaninchen | ausscheidung . ms ausscheidung 
pro Tag in mg ee pro Tag in mg 

 e 10,16 1000,7 14,7 

2. 3,92 1000,3 7,5 

a 11,0 1000,5 15,2 

4, 9,74 1000,3 8,8 

5. 6,6 1000,3 10.7 











man den Urin bis zehnfach verdiinnen mufte, um statt einer 
tintenschwarzen Fliissigkeit die bekannte priichtiggriine Farbe zu 


-bekommen. <Augenscheinlich wird also unverinderte o-Nitro- 
““f phenylbrenztraubensiure ausgeschieden. Am dies festzustellen, 
+ unset wurden die betreffenden Urine mit Phenylhydrazin gefallt. Der 
? ' erhaltene Niederschlag zeigte nach griindlichem Auswaschen und 
'VO DE Trocknen denselben Schmelzpunkt, wie das Phenylhydrazon der 
_ o-Nitrophenylbrenztraubensiure, das durch Zusammenbringen von 
COOH. FE: 
dolring, 
e iiber- 
Indigo § 
' Siiure 0,28 unverinderter o-Nitrophenylbrenztraubensiure isoliert 
lit, sie 
nd mith 


aiquivalenten Mengen der Siure und Phenylhydrazinchlorhydrat 
gewonnen wurde (Schmelzp. 125°) Es werden ziemlich grofbe 
Mengen unverinderter Siure ausgeschieden, so konnte aus dem 
Urin zweier Versuchspersonen nach Verfiitterung von je 1 g der 


werden, berechnet aus der Menge des abgeschiedenen Phenyl- 
hydrazons. 

Die nach der Verfiitterung innerhalb 48 Stunden aus- 
geschiedenen Urine wurden mit Ather erschépfend extrahiert, 
der Ather verjagt und der Riickstand mit Wasserdampf behandelt. 
Aus der heiBen Lésung schieden sich schéne nadelférmige 
krystalle ab, die nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Wasser 
einen Schmelzpunkt von 141° zeigten. Es handelt sich um die 
o-Nitrophenylessigsiure. Die Ausscheidung dieses Stoffes konnte 
ja erwartet werden, da es sich in unsrem Falle um den Abbau 
einer «-Ketosiiure handelt, die um einen Kohlenstofi firmer aus- 


geschieden werden. Der Befund steht in Ubereinstimmung mit 


den Beobachtungen von Chaindler und Lewis®), die nach Ver- 
abreichung von Phenylbrenztraubensiiure an Kaninchen neben der 
unveriinderten Brenztraubensiure auch Phenylessigsiure bzw. 
Phenacetursiure fanden. Die oben erwihnten zwei Versuchs- 
personen schieden nach 2 g Nitrophenylbrenztraubensiure 0,706 g 
Nitrophenylessigsiure aus. 
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C,H, ———-CH 
ay Diese 


N-oxyindol-g@-karbonsiure \ 
N(OH)——C - COOH. 
Siure ist das Zwischenprodukt auf dem Wege von der o-Nitro. 
phenylbrenztraubensiure zum Indoxyl bzw. Indigo. Sie ist fiir 
uns besonders darum interessant, weil hier aufgezeigt werden 
kann, da die in unsrem fiir die Indolringentstehung aus gewissey 
o-Nitrophenylabkémmlingen angenommenen Schema angegebener 
Zwischenstufen mit partiell reduzierter NO,-Gruppe tatsiichlich 
vorkommen und auch existenzfiihig sind. Der Stoff wurde nach 


Reissert (a. a. O.) durch Reduktion der o-Nitrophenylbrenztrauben. 


siure mit 8°/,igem Natriumamalgam erhalten und hatte den vom | 


Autor angegebenen Schmelzpunkt von 159—160°. (Im Hinblick 
auf den Schmelzpunkt wurde der Stoff keiner Analyse unter. 
worfen.) Der Stoff erwies sich im Tierversuch nicht als Indoxyl- 


bildner. 
Tabelle Il 





Indikan- Verf iittert Indikan- 
Kaninchen | ausscheidung gs ni ausscheidung 
pro Tag in mg me pro Tag in mg 
i‘. 5,10 1005,2 8,9 
2. 3,2 1004,4 14 











Dies konnte aber schon auf Grund der Konstitution des 
Stoffes erwartet werden, da nach unseren nunmehr schon zabl- 
reichen Beobachtungen nur diejenigen Indolabkémmlinge im Orga- 
nismus Indoxyl bzw. Indikan geben, deren «- und #-Stelle un- 
besetzt sind. Bei der vorliegenden Verbindung handelt es sich 
aber um ein «-substituiertes Indolderivat. Wir wollen die Existenz 
eines Indolabkémmlings mit der —N(OH)-Gruppe, die durch pai- 
tielle Reduktion der Nitrogruppe erhalten wurde, als ein Momeut 
werten, daB unsrem Schema der Indolringentstehung im Orga- 
nismus aus bestimmten o-Nitrophenylabkémmlingen erhdhten 
Nachdruck und Wabrscheinlichkeit verleiht. Hier soll noch be- 
merkt werden, dab bei einer energischeren Reduktion die NO.- 
Gruppe der o-Nitrophenylbrenztraubensiure glatt bis zur —NH=- 
Gruppe reduziert werden kann. So kann aus der Nitropheny)- 
brenztraubensiiure bei Anderung der Versuchsbedingungen (Zink 
und KEssigsiure als Reduktionsmittel) teils Isatin, teils Indol-q- 
carbonsiure erhalten werden. Reissert, der diese Probleme 
erschépfend bearbeitet hat, nimmt bei der Entstehung der 
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iw _N-oxyindol-a-carbonsiiure ebenfalls eine stufenweise Reduktion 
1gA Be + : : : : 

‘der Nitrogruppe an, wobei die unbestaindige —-NHOH-Gruppe 
Nitro. § intermediar auftritt: 

st fir NO,C,H,CH,CO-COOH + 2H, = NHOH-C,H,CH,CO-COOH + H,O 


verdey 3 —— H,O 
ae a i 2 

W1ssen N(OH)——C - COOH 

2>benen 


ichlich o-Nitrophenylglyoxylsdure NO,C,H,CO - COOH. Diese Siure 

kann mit geeignetem Reduktionsmittel (Ferrosulfat in alkalischem Milieu) 
> nach _ mr o-Amidophenylglyoxylsiiure reduziert werden, die selbst nicht existenz- 
aAuben- : fihig ist und beim Ansiiuern des Reaktionsgemisches gleich in ihr inneres 
nm vom @ Anhydrid, das Isatin, itibergeht 














nblick CO-COOH C,H--——-CO 
mA ET NO,C,H,CO-COOH > C.Hy< > \ | +H,0. 
unter. §& NH, NH—CO 
doxyl- Die Substanz, die aus der Sammlung von Prof. G. Hellers aus Leipzig 
stammt, war mit dem Natrium und Kaliumsalz der Siiure verunreinigt. 
Kine aus Salzsiiure umkrystallisierte Probe zeigte aber, daB es sich um die 
analysenreine Substanz handelt: 
1,837 mg Subst.: 8,709 mg CO,, 1,040 mg H,O. 
C.H.O.N Ber C 49,22 H 2,58 
Gef. ., 49,10 5 ae 
: Wie aus der Tabelle hervorgeht, trat nach der Verfiitterung 
| der Substanz keine Vermehrung der Indoxylausscheidung ein. 
5 J 4 
nm des § Tabelle II 
zahl- & 
Orga- | Indikan- Sa Indikan- 
i : Verf iittert . 
le un- & Kaninchen | ausscheidung sae ausscheidung 
se atl pro Tag in mg © pro Tag in mg 
asa L 7,33 1012,1 7,8 
h par- 2. 7,5 1002,0 9,7 
3 6,06 1000,7 14,4 
neut ete : . he 
_— 4, 245 1000.9 6.77 
Orga- 5. 5,00 1000,3 10,02 
Ohten & 
sh be- & Der mit Schwefelsiiure kongosauer gemachte Urin der ge- 
Co} ro) 


NO,- & fiitterten Tiere wurde nun zur Erfassung der Ausscheidungs- 
NH=- && produkte mit Ather extrahiert. Dabei wurde nun bemerkt, dab 
henyl- & der Atherextrakt sich langsam tieforange firbte. Nach dem Ein- 
(Zink fF dampfen von einzelnen Proben des Atherextraktes und Lisen 
dol-c- F (es Riickstandes in heiBem Wasser wurde festgestellt, daB die 
bleme & Lisung sich mit Lauge tiefviolett farbt, sich aber nach einiger 


x der & Zeit wieder entfarbt, daB sie mit Phenylhydrazin einen Nieder- 
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schlag gibt und daB sie noch in groBer Verdiinnung die Indo. 


pheninreaktion gibt. Kocht man die Lésung mit einer mit Salz. > 


siure schwach angesaiuerten Lésung von Harnindikan (Schuchardt, 
so kann aus der dunkel gewordenen Liésung mit Chloroform ei, 
prachtig rubinroter Stoff, Indirubin entzogen werden. Es tauchte 


daher die Vermutung auf, daf es sich um die Ausscheidung vou § 
Isatin handeln kénnte, da die aufgezihlten Reaktionen solel 


des Isatins sind. 
Zu diesem Zweck wurde nun die ganze iitherische Lésung 


die nach der Extraktion von Urinen nach Verfiitterung von 6 ¢f 
o-Nitrophenylglyoxylsiure gewonnen wurde, mit viermal 10¢f 
Natriumbisulfit in je 100 g Wasser ausgeschiittelt. Isatin wird} 


als Ketoverbindung an das Bisulfit gebunden. Die Bisulfitlésung 


wurde nun mit einem geringen Uberschu8 Schwefelsiéure versetu 


und zwecks Entfernung von freier schwefeliger Siure 2 Stunden 
durch die Liésung Luft durchgesaugt. Die leichttriibe Loésung 


wurde nun abermals mit Ather extrahiert. Schon wihrend dieser F- 
Extraktion schieden sich orangerote Krystalle ab, nach dem Ver-f 
dunsten des Athers blieb ein orangeroter Krystallkuchen zuriick, F- 
der aus Wasser umkrystallisiert die bekannten Reaktionen des 
Isatins gab. Die Substanz wog nach zweimaligen Umkrystallisieren f 
aus Wasser 0,3 g und hatte einen Schmelzpunkt von 201°. Dasf 
Phenylhydrazon der Substanz schmolz bei 211°, dies ist der 


Schmelzpunkt des Isatin-?-phenyihydrazons. 


Aus der Bisulfitfraktion konnte keine unveriinderte Nitro- 


phenylglyoxylsiure isoliert werden. 


Die von der Bisulfitlésung abgetrennte Atherlésung wurde f 


am Wasserbad zum Trocknen gebracht, es hinterblieb ein gelb- 


licher Krystallbrei, der sich durch fraktionierte Krystallisation — 
trennen lieB. Die einzelnen Fraktionen geniigten aber lediglicl F 
zur Schmelzpunktbestimmung. Eine ganz minimale Menge der 


gvewonnenen Krystalle schmolz bei 147° und scheint somit o-Nitro- 
benzoesa’ure zu sein. Die Ausscheidung dieses Stoffes als Abbau- 
produkt der a-Ketosiure Nitrophenylglyoxylsiure ist ein er- 
warteter Befund. Eine gréSere Portion von Krystallen schmolz 
bei 187° und scheint Hippursiiure zu sein. Die gréBte Fraktiou, 
die tiber 30 mg ausmachte, schmolz bei 204°. Da aber diese 
Substanz auf Grund der Lasseigneschen Probe keinen Stick- 
stoff enthielt, scheint sie mit der verfiitterten Substanz nicht i 
ursichlichem Zusammenhang zu stehen. Sie wurde deshalb auch 
nicht weiter untersucht. 
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intravitale Bildung des Isatins 
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Die wichtigste Aufgabe sah ich nun in der Erhirtung des 
Befundes, daB nach Verfiitterung von o-Nitrophenylglyoxylsiure 
das innere Anhydrid ihres Reduktionsproduktes, das Isatin aus- 
geschieden wird. Obwohl Bisulfitlésung bei Zimmertemperatur 
die Nitrogruppe nicht zur Amidogruppe reduziert, kénnte doch 
der Einwand gemacht werden, daB im Urinextrakt Stoffe vor- 
kommen, die diese Reaktion katalysieren kénnten. Zu diesem 
Zweck wurde nunmehbr 1,5 g der o-Nitrophenylglyoxylsiure ver- 
fiittert, der ausgeschiedene Urin mit Ather extrahiert, der Ather 
bei niedriger 'emperatur verjagt und der Riickstand in soviel 
warmen Wasser gelést, daB nach dem Erkalten eine klare Lésung 
resultierte. Diese Lésung wurde nun mit einer Lésung von 2 g 
salzsaurem Phenylhydrazin und 5 g essigsaurem Natrium in 15 ccm 
Wasser versetzt und die sich bald triibende Lésung 24 Stunden 
an einem kiihlen Orte stehen gelassen. Der ausgeschiedene 
Niederschlag wurde abfiltriert, das Filter mit etwa 100 ccm 
Wasser gewaschen und bei 38° getrocknet. Der Riickstand, der 
sich unter dem Mikroskop aus feinen Nadeln bestehend zeigte, 
verhielt sich wie das Isatin-8-phenylhydrazon: er begann im 
Koflerschen Mikroschmelzpunktbestimmungsapparat um 150° in 
schénen gelben Nadeln und Tafeln zu sublimieren und schmolz 
bei 211° (Das Phenylhydrazon der o-Nitrophenylglyoxylsiure 
schmilzt bei 197°) Der Filterinhalt wurde nun in einem Mikro- 
sublimationsapparat der Sublimation unterworfen und das Sublimat 
analysiert: 

1,341 mg Subst.: 11,270 mg CO,, 1,870 mg H,0O. 

C,,H,,ON, Ber. © 70,88 H 4,64 

Gef. ,, 70,85 ,, 4,82. 
Ks handelt sich also um Isatin-f-phenylhydrazon. Obwohl dieser 
direkte Weg hinweisend sein kénnte, kénnte noch der Kinwand 
auftauchen, daB die Reduktion der Nitroverbindung erst im aus- 
geschiedenen Urin oder wiihrend der Verarbeitung des Urins ein- 
tritt. Diesen Kinwand versuchte ich folgenderweise zu entkriften. 
Wenn die Isatinbildung schon im Organismus (in der Leber?) 
elntritt, so miBte im Urin eine Erhéhung der Ausscheidung der 
Ksterschwefelsiuren eintreten. Wang®) und zur Zeit von mir 
ausgefiihrte Versuche haben nimlich gezeigt, dab nach der Ver- 
fiitterung von Isatin dies der Fall ist. Findet sich nun im Urin 
nach Verfiitterung von o-Nitrophenylglyoxylsaure [satin mit ver- 
mehrten Esterschwefelsiuren, so ist meiner Ansicht nach die 
aus dem verfiitterten Stoff er- 
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wiesen. Wird sich aber Isatin ohne einer Vermehrung der Ester- 
schwefelsiuren finden, so kénnten hinsichtlich der Isatinbildung 
im Organismus einige Zweifel geiuBert werden und eine Méglich- 
keit der sekundiren Reduktion der Nitrophenylglyoxylsaure diirfte 
nicht ganz aus den Augen gelassen werden. Wie es aber aus der 
folgenden Tabelle hervorgeht, ist nach der Verfiitterung der Nitro- 
phenylglyoxylsiiure eine deutliche Zunahme der Esterschwefelsiuren 
nachweisbar und es kann somit festgestellt werden, da die Reduk- 
tion und Umwandlung der o-Nitrophenylglyoxylsiiure zu Isatin 
eln primir im Organismus stattfindender Vorgang ist. 
Tabelle IV 


Kaninchen, erniihrt mit 200 g Kohlbliittern und 300 g Riiben 





Esterschwefelsiiuresechwefe| 
ry. ° 
pro Tag in g 


Sulfatschwefel 
pro Tag in g 








. ee a 0,0282 0,0038 
Di esktrune ean,” 4 0,0767 0,0073 
hy | Pe ee ee ee 0,0676 0,0070 
4. Tag 1,500 g verfiittert . 0,0763 0,0128 
ee ee 0,0463 0,0054 


Es wurde also festgestellt, daB nach der Verfiitterung von o0- 
Nitrophenylglyoxylsiure neben minimalen Mengen von o-Nitro- 
benzoesiiure Isatin ausgeschieden wird. Diese Feststellung einer 
[satinausscheidung im Urin ist meines Wissens nach eine erst- 
malige Beobachtung dieser Art. 

o-Nitromandelsiiure. NO,C,H,CHOH-COOH. Auch dieser 
Stoff stammt aus der Sammlung Prof. G. Hellers. 


5,188 mg Subst.: 9,270 mg CO,, 1,700 mg H,O. 
0,195 eem N (25°, 763 mm). 


— 3,127 mg Subst.: 


C.H,O,N Ber. C 48,73 H357 N 7,11 
Gef. ,, 48,75 ,, 367 ©, 7,17 


Nach der Verfiitterung des Stoffes konnte keine Vermehrung 

der Indoxylausscheidung festgestellt werden, wie dies aus der ‘T'a- 
belle hervorgeht: > 
. Tabelle V 





Indoxy!]- Verfiittert Indoxyl- 
Kaninchen } ausscheidung ; es ausscheidung 
pro Tag in mg in mg pro Tag in mg 
i, 7,0 1045,5 8,76 
2. 5,71 1032,2 10,80 
3. 4,6 1075,5 3,94 
4, 8,90 2011,7 8,20 
5. 7,5 1006,4 9,6 
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Bei der Atherextraktion konnten dieselben Beobachtungen ge- 
macht werden wie bei der Verarbeitung des Atherextraktes der Nitro- 
phenylglyoxylsiureurine und unter der Kinhaltung des obigen Ar- 
beitsschemas konnte auch Isatin isoliert werden, daB nach Verfiitte- 
rung von 7 g o-Nitromandelsidure nach 2 maliger Umkrystallisierung 
0,34 ¢ wog und einen Schmelzpunkt von 201° zeigte. Dieser 
Befund scheint auf den ersten Blick sehr befremdlich. Die 
o-Nitromandelsiure kann in geeigneter Weise zur nicht existenz- 
fihigen o-Amidomandelsiure reduziert werden, die ihrerseits gleich 
ihr inneres Anhydrid, das Dioxindol bildet: 


CHOH . COOH 
NO, - C,H,CHOH - COOH —> ©,H,~ 
\NH, 


= C,H, CHOH | ae 
— H, = Ff 


—H,0 





| | 
NH——CO 


o = 
2 


| 
NH—CO 


Dieser Stoff hitte also isoliert werden sollen und nicht das 
Isatin. Gleichzeitig in Angriff gnommene und noch nicht beendete 
Versuche erkliren aber diesen Befund zwanglos. Nach Verfiitterung 
von Dioxindol kann man namlich, wie hier unter Vorwegnahme 
der Ergebnisse im Gang befindlicher Arbeiten mitgeteilt werden 
soll, nicht Dioxindol, sondern immer nur Isatin aus dem Urin 
isolieren. Es kommt also zu einer Oxydation der -CHOH-Gruppe 


| des Dioxindols zur —CO-Gruppe des Isatins. Diese Erscheinung 


kann man auch bei wiBrigen Lésungen von Dioxindol beobachten, 
es kommt bei lingerem Stehen (Luftoxydation) zur Bildung von 
schwer léslichem Isatyd, das dann sich zu Isatin weiter umwandelt 
(Heller’)}. Dabei soll es noch unerértert bleiben, ob die Oxy- 
dation schon im Kérper oder erst im ausgeschiedenen Urin beim 


| Stehen eintritt. Wahrscheinlich wird auch Dioxindol in den Urin, 
und zwar als Esterschwefelsiure, ausgeschieden. Fiallt man nim- 


lich nach Verfiitterung von Dioxindol im hydrolysierten Urin mit 


iiberschiissigem Phenylhydrazin das Isatin, so kann man nach 


drei- bis vierstiindigem Kochen des filtrierten Reaktionsgemisches 


| eine abermalige Abscheidung von Isatin-f-phenylhydrazon fest- 
| stellen, die aber geringer ist als die erste Abscheidung. Dies ist 


das Verhalten des Dioxindols, das, wie Heller (a. a. O.) gezeigt 
hat, erst nach mehrstiindigem Kochen mit Phenylhydrazin in das 


Isatin-@-phenylhydrazon ibergeht. 


Der Nachweis, daB nach Verfiitterung von o-Nitromandel- 
siure Isatin und kein Dioxindol aus dem Urin isoliert werden 
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konnte, spricht iibrigens auch fiir die Entstehung der Ausschei- 
dungsstoffe im Organismus: wire die Isatinbildung eine sekundiire, 
erst im Urin erfolgte oder ein Kunstprodukt, so miiBte nach 
o-Nitromandelsiure doch das Dioxindol isoliert werden kénnen, 
da dessen Oxydation zu Isatin wieder nicht zu schnell erfolgt. 

In der von der Bisulfitlésung abgetrennten Atherlésung konnte 
keine unveranderte o-Nitromandelsiure wiedergefunden werden. 

Es wurde also festgestellt, dab nach Verfiitterung von o-Nitro- 
mandelsiure aus dem Urin Isatin isoliert werden kann. Es wird 
angenommen, da8 sich nach Reduktion der Nitrosiure erst das ihr 
entsprechende Anhydrid, das Dioxindol gebildet hat, daB dann 
noch intravital zu Isatin oxydiert wird und so im Urin erscheint. 


Zusammenfassung 

Ks wurden weitere Versuche zum Studium der Bedingungen 
der Indolringentstehung im Organismus mitgeteilt. Es wurde ge- 
funden, daB die o-Nitrobenzoylessigsiure im tierischen Organismus 
nur ganz geringe Mengen von Indoxyl bzw. Indican bildet. Trotz- 
dem wird aber das urspriinglich angegebene Schema der intra- 
vitalen Indolringentstehung aus gewissen o-Nitrophenylabkémn- 
lingen beibehalten, fiir das Verhalten der per os gegebenen 
o-Nitrobenzoylessigsiure zum Unterschied der in der Zelle ent- 
standenen werden Erklirungen gegeben. 

Die o-Nitrophenylbrenztraubensaure ist in vivo kein Indoxy]- 
bildner, ihr Interesse besteht darin, daB von dieser Saure Ab- 
kémmlinge existieren, die die Nitrogruppe partiell reduziert ent- 
halten und in vitro Indoxylbildner sind. Dadurch gewinnt unser 
Schema der Indoxylbildung an Wahrscheinlichkeit. 

Weiter wurde gefunden, daf auch die o-Nitrophenylglyoxyl- 
siure und die o-Nitromandelsiiure im Organismus in Indolabkémm- 
linge iibergehen kénnen, und zwar in Isatin und Dioxindol, das 
aber im Urin oxydiert wiederum als Isatin erscheint. 

Wir glauben diesen Befunden eine besondere biologische Be- 
deutung zuschreiben zu diirfen. Sie zeigen, da die bisher bekannten 
Indoxyl- bzw. Indolringbildungen aus der von Hoppe-Seyler be- 
schriebenen o-Nitrophenylpropiolsiure und dem von mir angegebenen 
o-Nitroacetophenon, o-Nitrophenylacetylen und o-Nitrostyrol keine 
vereinzelten kuriosen Erscheinungen sind, sondern nur Teilerschei- 
nungen einer allgemeineren Verhaltungsweise gewisser o-Nitro- 
phenylabkémmlinge. Dabei bleibt der tiefere Sinn oder Zweck 
dieser Umwandlung vorderhand ginzlich ungekliart. Es leuchtet 
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sschei- | nimlich tiberhaupt nicht ein, warum der Organismus bei der 
ndiire,  Ausscheidung dieser Indolderivate bildenden Stoffe zu kompli- 
nach — zierten Ringbildungen greifen muB, obwohl ihm bei der Aus- 
Snnen, | scheidung der in Betracht kommenden Stoffe die einfacheren 
rfolgt, F Wege der f-Oxydation der Fettsiuren zur Verfiigung stehen 
connte | kinnten. Eher sollten also die ungiftigen Ausscheidungsprodukte 
erden, | o-Nitrobenzoeséure und die unverinderte o-Nitromandelsiure im 
Nitro- — Urin erscheinen. In unseren Fallen kann man aber diese er- 
; wird | warteten Stoffe nur in Spuren entdecken, neben relativ groBen 
las ihr | Mengen von Derivaten, die die urspriingliche aliphatische Seiten- 
dann — kette zum heterocyclischen Ring: zum Indolring geschlossen 
scheint, | haben und tiberdies noch ,,entgiftet“ werden miissen, da sie als 
_gepaarte Schwefelsiuren im Urin erscheinen. Vielleicht tritt uns 
| hier eine Erscheinung von allgemeinerer biologischer Bedeutung 
ungeL | entgegen. 
le ge- Literatur 
ismus F i. Béhm, Diese Z. 261, 35 (1939). 
[rotz- — 2. Needham u. Perkins, J. chem. Soe. London 85, 151 (1887). 
| 3. L. Young, Physiol. Rev. (Am.) 19, 328 (1939). 
4. Reissert, Ber. chem. Ges. 30, 1038 (1897). 
. 0. Chaindler u. Lewis, J. of. Biol. Chem. 96, 619 (1932). 
benen F ¢, Wang, Diese Z. 27, 556 (1889). | 
2 ent- (, Heller, Uber Isatin, Isatyd, Dioxindol und Indophenin, Stuttgart 1931. 
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Uber das Verhalten der fliichtigen Alkylamine 
im menschlichen Stoffwechsel 


I. Mitteilung: Fragestellung und Methodik 
Von 
J. Rechenberger 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét Jena) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1940) 


Amine entstehen biologisch in der Hauptsache durch De. 
carboxylierung von Aminosiiuren, wozu Mikroorganismen durch 
ihnen eigene decarboxylierende Fermente befiahigt sind. Aber 
auch héhere Pflanzen und die tierische Zelle sind in der Lage 


diese durch ihre pharmakologischen Eigenschaften sich aus-f 


zeichnenden basischen Substanzen zu bilden. In der hydro- 
lytischen Spaltung ester- oder amidartig verkniipfter Molekiile 
kompliziert gebauter stickstoffhaltiger Koérper steht ein weiterer 
Weg zur Bildung dieser biogenen Amine offen | Guggenheim) 
Die Bezeichnung proteinogene Amine soll auf ihre Entstehung 
aus Spaltprodukten des Eiweif bzw. aus Aminosiiuren hindeuten. 


Chemisech gesehen kénnen als biogene oder proteinogene Amine pr: 
miire, sekundire, tertiiire oder quaterniire Amine vorkommen, die sich you 
der aliphatischen, fettaromatischen oder heterocyelischen Reihe ableiten 
lassen. Zu dieser Gruppe chemisch gut charakterisierter Substanzen ge- 
héren eine Reihe von Stoffen, die sich durch eine besondere physikalisch- 
chemische Eigenschaft, ihre Fliichtigkeit, auszeichnen. Daher auch der 
intensive Geruch der freien Amine. Es gehéren zu dieser Gruppe vou 
Stoffen die Amine der untersten Glieder der aliphatischen Reihe, wie 
Methylamin, Athylamin, Propylamin, Butylamin und Amylamin bzw. dereu 
sekundiire und tertiiire Amine, die sogenannten Alkylamine, Dialkylamine, 
Trialkylamine. 

Wiihrend sich einige biogene Amine (Histamin, Tyramin usw.), die 
sich von den aromatischen oder heterocyclischen Aminosiiuren ableitet, 
durch besondere pharmakologische Eigenschaften auszeichnen, tritt diese 
Wirkung auf den Organismus in der Reihe der fliichtigen Amine in den 
Hintergrund. Das mag auch ein Grund dafiir sein, daB man sich bis jet 
noch wenig mit diesen Stoffen befaft hat und iiber ihr Verhalten im all 
gemeinen Stoffweehsel wenig wei. Man hat sich damit begniigt, das Au 
treten dieser fliichtigen Alkylamine bei den yerschiedensten bakteriellel 
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'standen sein. Anaerobe Fiiulnis von Cholin gibt nach Hasebrock") 
~ Methylamin neben Ammoniak. Im schwedischen Giirfisch fand es Mérner”), 
' Weitere Muttersubstanzen des Methylamins sind z. B. das Nicotin, das bei 
| der Einwirkung des Sonnenlichtes Methylamin abspalten soll™). Freies 
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Kinwirkungen auf organische Substanzen nachzuweisen, ohne sie auch yom 
physiologischen Standpunkt einmal in den Kreis der Betrachtung zu 
ziehen. 

Die Méglichkeit ihrer Bildung bei der Kinwirkung der Darm- 
bakterien auf das NahrungseiweiB, sowie die vermutete inter- 
mediire Entstehung beim Abbau von Aminosiuren, veranlaBten 
die folgenden Untersuchungen, dem Abbau dieser Alkylamine im 
Organismus und ihren Ausscheidungsmechanismen nachzuforschen. 

Gemib ihrem Auftreten in der Natur sind sie mit Hilfe priiparativer 
\Methoden aus den verschiedensten Substraten isoliert worden: 

Methylamin, CH,NH,, entsteht bei bakterieller Zersetzung von 
Fibrin durch Streptococcus longus’), in Tetanuskulturen [Brieger’)], bei 
der Einwirkung von Bae. fluorescenz liquef. auf Gelatine‘), in der Herings- 
lake®), sowie in autolysierter Hefe*°), in Konserven und fauler Wurst **°). 
Glykokoll unter bestimmten Bedingungen der Fiiulnis tiberlassen ergab 


dagegen kein Methylamin [Ackermann®)]. Es soll sich Methylamin aus 


\-haltigen methylierten Substanzen bilden kénnen, wie Kreatin und Methy!l- 


-guanidin'), Das von Ackermann und Sehiitze’) in Prodigiosuskulturen 


{ 
. 
ban) 


efundene Methylamin soll durch Entmethylierung von Trimethylamin ent- 





Methylamin findet sich nach Trier’) in Mercurialis annua und Mercurialis 
perennis sowie in der Calamuswurzel. 


Als tierisches Ausscheidungsprodukt hat es zuerst Schiffer’) im 


_ Harn kreatingefiitterter Kaninchen und Hunde beschrieben; allerdings soll 
sich nach Folin") dieses Methylamin erst sekundiir durch die Behandlung 


mit Natronlauge aus dem Kreatin bzw. Kreatinin des Harns gebildet haben. 


- Nach Folin'®*) sollen sich erhebliche Methylaminmengen in jedem normalen 


Harn finden. Er denkt dabei an einen Nebenweg der Desamidierung der 
Kiweibkérper, der Methylamin liefern soll. Nachgewiesen wurde das Methyl- 


amin durch die Hoffmannsche Isonitrilreaktion. Wir werden spiiter in 


emer folgenden Mitteilung auf diese von Folin vertretene, von Erd- 
mann’) jedoch nicht in allen Punkten bestiitigte Anschauung zuriick- 
kommen. Neuberg und Welde'’) konnten Methylamin aus Nitromethan 
unter KinfluB lebender obergiiriger Hefe bei Gegenwart von Rohrzucker 
nachweisen. SchlieBlich fand Blaha’) das Methylamin im Fett des 
Wasserhuhnes (Fulica atra) und machte es fiir dessen eigentiimlichen Ge- 
ruch yerantwortlich. 

Kapeller-Adler und Krael*®) fanden Methylamin neben Ammoniak 


und Trimethylamin nach Verseifung eines alkoholischen Extraktes aus 
Muskulatur mit 30°/,iger Natronlauge. Das gebildete Methylamin bestimmten 


gt sie nach der yon Herzig und Meyer”) angegebenen und von Pregl”) 
im al 


als Mikromethode ausgearbeiteten Methylimidbestimmung. Diese Methode 
wandten sie in einer weiteren Arbeit [Kapeller-Adler und Krael®] 
auf Harndestillate an, die sie zur Erfassung der fliichtigen Gesamtbasen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 16 
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nach Folin durehliifteten, wobei die ausgetriebenen Basen in eine; 
HCl-Vorlage aufgefangen wurden. Die Chlorhydrate zerlegten sie mj; 
Chloroform in einen chloroformléslichen Anteil, in dem sie nur Trimethy). 
amin fanden und in einen chloroformunléslichen Anteil, der Salmiak uni 
Methylamin enthielt. Wir werden auf diesen Befund, der mit dem yo, 
uns erhaltenen im Widerspruch steht, in einer folgenden Mitteilung noc 
einmal zuriickkommen. Die von ihnen auf Grund ihrer Versuchsergebnisy: 
geiiuBerte Meinung iiber den Stoffwechsel des Trimethylamins ist bereits 
von Lintzel*) naehgepriift und widerlegt worden. Kohn*) versuchte 
an durehstrémten Lebern Methylamin als Abbauprodukt des Glykokol 
nachzuweisen. Er fand, dab die Bildung von Methylamin nur einen Neben- 
weg des Glykokollabbaus darstellen kinne. Weiterhin zeigte er, dab das 
Methylamin rasch von der Leber aus dem kreisenden Blut abgefanger 
wiirde, wobei der Harnstoffgehalt nur unwesentlich erhéht sei. Dieser Be. 
fund entspricht den Versuchsergebnissen von Krebs und Henseleit*, 
die bei ihren Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung fanden, dai 
Methylamin keine nachweisbaren Harnstoffmengen liefert. 


Dimethylamin, (CH,),NH, fand Ehrenberg’) in faulem Fleisch, 
Boekliseh®) in der Heringslake und Mérner’’) in faulendem Fischfleisch, 
Nach Ehrlich*’) sollen methylierte Aminosiiuren (Sarkosin z. B.) durch 
decarboxylierende bakterielle Fermente Dimethylamin liefern. 

Trimethylamin sowie die Trimethylammoniumbasen sind you 
Lintzel (a.a.O.) ausfiihrlich beschrieben worden, so dab hier auf eine 
Besprechung dieser Basen verzichtet werden kann. 

Athylamin, C,H;NH,, wurde gefunden in faulender Hefe*), in 
zersetztem Weizenmehl”) und den fliichtigen Riechstoffen des Zibets ver 
mutet®°), Es wird als deecarboxyliertes o«-Alanin aufgefabt und entstelt 
nach Limpricht und Schwanert*'*!") bei dessen trockener Destillation. 

Diithylamin, (C,H;),NH, wurde von Ehrenberg®*) in der Nibr 
fliissigkeit yon Bazillenkulturen gefunden und in giftigen Wiirsten. 

Triithylamin, (C,H,),N, wurde vom gleichen Autor (Ehrenberg) 
unter Fiiulnisgiften nachgewiesen. Von Brieger*’) wurde es in faulendem 
Stoekfisch gefunden. 

Von den Propylaminen, C,H,NH,, ist das n-Propylamin in den 
Gelatinekulturen menschlicher Faecesbakterien yon Brieger*) gefunden 
worden. 

Das iso-Propylamin ist bis jetzt noch nicht isoliert worden. 

Die Butylamine, C,H,,N, sind im Lebertran aufgefunden worden. 


Iso-Butylamin, (CH,),CHCH,NH,, entsteht nach Neuberg und 
Karezag*) bei der Fiulnis von a-Amino-iso-valeriansiure. Intermediit 
soll es nach Goodson®*) in Fagara xanthoxyloides Lam. und macrophyllum 
vorkommen. 

Sekundire Butylamine kommen als Butylsenfél in Cochlearia officin. 
vor 37,88), 

Von der Gruppe der Amylamine ist bis jetzt nur das Iso-amylamit 
aufgefunden worden, (CH,),CHCH,CH,NH,, bei der Einwirkung von Bak- 
terien auf Leucin, in fauler Hefe”*), in faulem Fleisch®®*), Die blut 
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| drucksteigernde Wirkung von Plazentarextrakten soll auf Iso-amylamin 
| guriickzufiihren sein. Bain*') fand es in verschiedenen Harnen, nach 
' Guggenheim und Léffler*) ist es zweifelhaft, ob Iso-amylamin_prii- 
| formiert im Harn vertreten sei. Barger und Dale*’) fanden die Base im 
| Mutterkorn. 


Um das Verhalten der fliichtigen Alkylamine im Stoffwechsel 


| und ihre Ausscheidungsverhiltnisse studieren zu kénnen, war es 
 notwendig eine hinreichend genaue quantitative Bestimmungs- 
' methode im Harn auszuarbeiten. Bis jetzt liegen in der Literatur 
| in tiberwiegendem MaBe nur priiparative Methoden zur Darstellung 
‘der angefiihrten Amine vor. Lediglich Kapeller-Adler und 
| Krael (a.a.O.) und Kohn (a.a.O.) versuchten die Amine quanti- 
‘tativ zu bestimmen. Die von Kapeller-Adler mit der bereits 


erwihnten Methylimidbestimmung erhaltenen Ergebnisse konnten 


von Lintzel (a.a.O.) in bezug auf das Trimethylamin mit 
' einer speziellen Trimethylamin-Bestimmungsmethode nicht repro- 
_ duziert werden. 


Ausarbeitung der Methodik 


Prinzip: Nach Destillation der fliichtigen Basen mit Wasser- 


| dampf im Vakuum in n-HCl wird das Gemisch der Chlorhydrate 
_zur Abtrennung des Ammoniaks mit gelbem Quecksilberoxyd ge- 
‘schiittelt. Im Filtrat wird der N der fliichtigen Basen im 
» Parnas-Wagner-Apparat bestimmt. 


1. Destillation: Analog dem von Kapeller-Adler an- 


}gegebenen Verfahren, die fliichtigen Alkylamine im Harn zu be- 


‘stimmen, wandten wir die Folinsche Durchliiftung an, um die 


‘von uns erwarteten Amine — besonders das Methylamin — 
quantitativ in die Vorlage iiberzutreiben. Zu diesem Zwecke 
“stellten wir uns n/10-Lésungen der Amine her, um an ihnen die 
‘einzelnen Etappen der Methode auszuarbeiten. 


_ Zuniichst priiften wir die Fliichtigkeit der einzelnen Amine, 
besonders der von uns auf Grund der Literatur zu erwartenden 
‘Amine: Methylamin und Dimethylamin. 


Es zeigte sich nun die interessante T'atsache, dab Methyl- 


famin aber auch Dimethylamin mit der Folinschen Durchliiftungs- 


nethode nie quantitativ zu erfassen waren, auch nicht bei starkster 


/Alkalisierung mit konzentrierter NaOH (Tab. 1). Die angegebenen 


Kubikzentimeter n/10-Aminlésung wurden jedesmal mit Aqua dest. 


16* 
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Tabelle l 


Destillation bei Folinscher Anordnung 





ey 


cem n/10-Aminlésung Alkalisi ; Durch- W ieder- 0 
depts Alkalisiert mit liiftungs- | gefund. | der zuges 
ad 250 cem dauer [ccm n/10 Menge 
10 ccm Methylamin 50 ¢ NaCl-Soda 1 Stunde 0,9 \ 
10 cem " 80 g¢ " 4 Stunden 2,0 2() 
10 cem _ 20 eem konz. NaOH | 2 " 4,0 40) 
10 eem 20cem a, " 6 " 8,0 SO) 
10 eem * 20cem __,, _ 8 9,0 G() 
10 cem Dimethylamin 50 ¢ NaCl-Soda 1 Stunde 2,5 25 
10 eem * 80 ¢ is 4 Stunden 5,0 50 
10 eem i 20 cem konz. NaOH | 4 a 7,5 75 
10 cem . 20 cem 6 ' 8,0 80 














Wie aus unserer Tabelle zu ersehen ist, war es auch nacif 


Zugabe von 20ccm konzentrierter NaOH und bei einer Durch. 
liiftungsdauer von 8 Stunden nicht méglich, das Methylamin quanti. 
tativ in die Vorlage iiberzutreiben; es waren nur 90°/, in der 
Vorlage nachzuweisen. Ganz ihnlich verhielt sich das Dimetliyl- 
amin. Damit muBte die Folinsche Durchliiftung als Destil- 
lationsmethode verlassen werden. Alle Ergebnisse der Literatur, 
die auf Grund der Durchliiftungsmethode erhalten wurden, kénnen 
demnach keinen Anspruch auf quantitative Erfassung der Amine 
erheben. Das abweichende Verhalten von Methylamin nnd D- 
methylamin im Vergleich zu Ammoniak und Trimethylamin, die 
unter den angewendeten Bedingungen leicht iiberzutreiben sind 
diirfte auf ihrem unsymmetrischen molekularen Aufbau _ beruhen. 

Wir entschlossen uns daher zur Destillation im Vakuun. 
Die aus Tab. 2 ersichtlichen Ergebnisse bei verschiedener Alkalitit 
zeigen, daB das Methylamin auch hierbei nicht véllig quantitati 
erfaBt werden kann; die Anwendung auf Dimethylamin haber 
wir uns hierbei erspart. Die angegebenen Kubikzentimeter n/10- 
Aminlésung wurden jedesmal mit Aqua dest. auf 250 ccm au 


cefiillt. 
Tabelle 2 


Destillation im Vakuum 


——— 














ee oe if 0/ ; 
ccm n/10-Aminlésung Alkalisiert mit slants. 4 nia ve 
ecm zuges, ene 
10 cem Methylamin 30 g Soda-Kochsalz 8,4 84 
10 cem in 50 g NaCl-Soda 8,5 85 
10 eem a 10 eem konz. NaOH 9,2 92 
10 cem ms 20 cem konz. NaOH 9,0 90 
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Kin vélliges Ubertreiben siimtlicher fliichtiger Amine lieB 
‘sich nur durch Destillation im Vakuum mit Wasserdampf 
}quantitativ erreichen (Tab. 3). Die angegebenen Kubikzentimeter 
'n/10-Aminlésung wurden jedesmal mit Aqua dest. auf 250 ccm 
aufgefiillt. Ks wurden jedesmal 200 ccm Fliissigkeit iiherdestilliert. 


Tabelle 3 


Destillation im Vakuum mit Wasserdampf 





7 “oe Alkalisiert mit Wiedergefund. °/, der 
ee 5 | cem konz, NaOH cem zuges. Menge 
1\0cem Methylamin 10 10 100 
25 eem ‘a 10 25 100 
30 cem - 10 30 100 
10eem Dimethylamin 10 10 100 
25 cem ” 10 25 100 
30 cem - 10 29,7 99 
10 cem Athylamin 10 0,9 99 
10cem Propylamin LO 9,8 98 
l0cem n-Butylamin 10 10,0 100 











| Bei einer Ausgangsmenge von 200 ccm Fliissigkeit alkalisiert 
‘mit 10cem konz. NaOH wurden zwischen 98 und 100°/, der 
' Amine iibergetrieben. Die Anwendung der Vakuum-Wasserdampf- 
‘destillation in der Literatur fand sich nur in der Arbeit von 
‘Blaha (a. a. O.). 

» Um auch aus Harn das eventuell vorkommende Methylamin 
‘quantitativ wiederzuerhalten, wurden 250 ccm Harn nach Zugabe 
ivon 10ccm konz. NaOH mit Wasserdampf im Vakuum destilliert, 
rvobe1 wie bei allen anderen Versuchen die Destillation ab- 
igebrochen wurde, nachdem 200ccm Fliissigkeit iibergegangen 


Tabelle 4 


| Zugabe von Methylamin zu einem bereits durchdestillierten 





Harn 
» ccm n/10-Methyl- Alkalisiert mit Wiedergefund. °/, der 
aminiésung eem konz. NaOH ecm zuges. Menge 
25 10 24,5 98 
25 10 24,5 98 
25 10 24,75 99 
30 10 29,7 99 
50 10 19.5 99 











| ‘Tab. 4 zeigt, daB nach Zugabe von 10 ccm konz. NaOH zum 
Harn zugegebenes Methylamin zu 98—99°/, in der Vorlage wieder 
Zu erfassen ist. 
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2. Abtrennung des Ammoniaks 


Der niichste Schritt galt der Hauptschwierigkeit bei alle. § 
bisherigen Versuchen, die fliichtigen Alkylamine nach Destillation § 


zu bestimmen: Der quantitativen Abtrennung des mit iiberdestil. 
lierten Ammoniaks. Wir mufSten eine vollig quantitative Ab. 
trennung des NH, um so mehr anstreben, als es bei der von wns 


bendtigten starken Alkalitit —- durch Zugabe von 10 ccm konzen. § 
trierter NaOH — ohne weiteres méglich und zu erwarten war f 


daB Ammoniak wihrend der Destillation bei einer Wasserbad. 


temperatur von 75—80° zusitzlich aus Harnstoff abgespalter 
wurde. 

Die Abtrennung des NH, versuchten wir nach dem Ver. 
fahren von Francois mit gelbem Quecksilberoxyd bei alkalischer 


Reaktion unter Anwendung des von Kohn (a. a. O.) angegebenen | 
Boratpuffers, den wir uns nach Angabe Kohns herstellten: 25, f 
reinste Borsiure wird unter Krwiirmen in 220 ccm n-NaOH gelist. f 
Nach dem Erkalten wird die vom Krystallkuchen sich absetzende F 


Mutterlauge benutzt. 


An Hand einer n/10-Ammonsulfatlésung priiften wir unter f 
Zusatz des Boratpuffers das NH,-Bindungsvermigen des gelbenf 
(Juecksilberoxyds, welches wir ebenfalls nach Angabe Kohusf 


zuerst gut mit starker NaOH auskochten und dann bis zur neu- 
tralen Reaktion mit destilliertem Wasser auswuschen. Das koérnige 
Quecksilberoxyd wurde in einer groBen Reibeschale gut pulver:- 
siert und nochmals im Trockenschrank getrocknet. Durch das 
feine Pulverisieren erhilt man eine groBe aktive Oberfliiche und 
demzufolge eine ausgezeichnete Adsorptionsfihigkeit. 


Tabelle 5 


Bindungsvermégen von 5g Quecksilberoxyd unter Zusatz vou 
2cem Boratpuffer (mach Kohn) 1 Stunde geschiittelt, itber Nacht 
stehen lassen 





n/10-Ammonsulfatlésung Nicht 
mit Aaua dest. gebundenes ly 
auf 100 ccm aufgefiillt NH, 
10 0,0 0,0 
20) 0,0 0,0 
30 0,0 0,0 
35 0,0 0,0 
35 0,9 2,5 
40 1,0 2,5 
40 1.5 4,0 
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haben wir nach einer Vortitration den 30 ccm einer n/10-Lésung 
entsprechenden N als oberste Grenze fiir 5g Quecksilberoxyd 
/angenommen, um stets sicher zu sein, da alles Ammoniak ab- 


gebunden ist. 
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Es zeigt sich aus obenstehenden Ergebnissen, daB die Ad- 
sorptionsgrenze fir 5g Quecksilberoxyd bei 35ccm n/10-Ammon- 
In unserer spater beschriebenen Methodik 


Das Verhalten des Methylamins gegen Quecksilberoxyd zeigt 
Tab. 6, im iibrigen der gleiche Ansatz wie bei Tab. 5: 


n/10-Methylaminlésung + 5g Quecksilberoxyd + 2 cem Boratpuffer. 


Tabelle 6 








eem n/10-Methylamin- | Wiedergefunden y 
losung ad 100 cem ecm 
5 h 100 
10 98 QS 

25 24,2 97 

25 24,2 97 
5O 49.0 98 








Das Verhalten des Methylamins und des Ammonsulfats im 
iibrigen bei gleichem Ansatz wie unter 5 und 6 zeigt die Tab. 7. 


Tabelle 7 














eem n/10-Methylamin- | cem n/10-Ammon- Gefunden °*/, des Methyl- 
losung ad 100 cem sulfat eem amins 
10 20 9,9 99 
10 30 98 9§ 
20 30 19,4 97 
20 30 19,8 99 
30 30 29,8 99 










| Methylamins in Gegenwart verschiedener Mengen von Ammon- 
| sulfat wiedergefunden werden, eine Menge, die fiir eine quanti- 


| wurde, 










Ks zeigt sich, daB durchschnittlich 98—99°/, des zugesetzten 


tative Methode in 250ccm Harn als geniigend exakt erachtet 


Methodik 


I. Notwendige Reagentien. 






|. 331/,°/,ige Natronlauge 4, n-Natronlauge 

(Kjeldahllauge) 5. Boratpuffer nach Kohn (vgl. oben) 
2. n-Salzsiure 6. Gelbes Quecksilberoxyd (vgl. oben) 
3. n/10-Salzsiure 7. Alle Kjeldahlreagentien 
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II. Ausfiihrung: 250ccm Harn, die vorher mit 10 cem 331/,°/, jge 
Natronlauge versetzt wurden, werden im Vakuum mit Wasserdampf }); 
einer Wasserbadtemperatur von 75—-S0° im Vakuum der Wasserstrahlpumy, 
in eine Vorlage von 20 cem n-HCl destilliert. Nachdem 200 cem_ ithe; 
destilliert sind, wird die Destillation beendet. 

In einem 250-cem-MeB8kolben wird das Destillat mit Aqua dest. zy; 
Marke aufgefillt. 1cem Destillat entspricht dann 1 cem Harn.  Hieryo) 
werden 25 cem (entspr. 20 cem vorgelegter n/10-HCl) mit n/10-NaOH gegey 
Paranitrophenol zur Bestimmung des Gesamt-N titriert. 

Ein aliquoter Teil des Destillates, der 30cem n/10-Gesamt-N en: 
spricht, wird in einem 100-cem-Mefkolben zur Marke aufgefiillt, in ein 
mit Glasstopfen versehene Flasche gegeben, die gegen Lichteintritt 1) 
einem Stoffmantel umgeben ist und zur Neutralisation der freien, nicht « 
bundenen Siiure mit der auf Grund der Titration berechneten Meng 
n/l-NaOH versetzt. Dazu kommen 2ccm Boratpuffer sowie 5g Queck 
silberoxyd. Die gut verschlossene Flasche wird in einem Schiittelapparat 
| Stunde gut geschiittelt und iiber Nacht stehen gelassen. 

Der Flascheninhalt wird durch ein trocknes Filter gegeben, der Riick 
stand von Quecksilberoxyd auf dem Filter und in der Flasche 3mal mit je 
20 ecm einer Verdiinnung von 2ccm Boratpuffer auf 100 cem Aqua dest. 
nachgewaschen. 

Die fliichtigen Amine in dem klaren Destillat werden im Parnas 
Wagner-Apparat mit Kjeldahllauge destilliert, mit Borsiure aufgefangen 
und mittels Tashiro-Indicator und n/10-HCI titriert. Es sei folgendes 
Beispiel einer Amin-N-Bestimmung im Harn gegeben: 


Tagesharnmenge: 1440 cem. 


250 cem Harn + 10 cem konzentrierter NaOH werden in 20 cem n-Salz- 
siiure destilliert. Nachdem 200 ccm iibergegangen sind, wird das Destillat 
auf 250 cem aufgefiillt. 25 cem (gleich 20ecem n/10-HCl) gegen Paranitro- 
phenol mit n/10-NaOH titriert, verbrauchen 12,6cem NaOH. In 100 cen 
Destillat sind demnach 29,6 cem n/10-Gesamt N enthalten. 

Da die von uns ermittelte <Adsorptionsgrenze von 5 g Quecksilber 
oxyd bei 30 cem n/10-NH, liegt, werden 100 ecm Destillat + 5 g Quecksilber 
oxyd + 2cem Boratpuffer + 5,04cem n-NaOH (zur Neutralisation der w- 
gebundenen HCl) 1 Stunde geschiittelt, tiber Nacht stehen gelassen. [il 
trieren, nachwaschen mit 3 mal 20cem Waschfliissigkeit. Destillation zur 
N-Bestimmung im Parnas-Wagner. 

Titration: 0,53 eem n/10-HCl mit der Mikrobiirette. 

Berechnung: 0,53+1,4-14,4 = 10,68 mg Alkylamin-N in der Tages 
harnmenge. 


Ergebnisse der Untersuchung von Normalharn 


Es wurden mit dieser Methode eine Reihe von Normalharnet 
bei willkirlicher Ernihrung destilliert. Ks wurde darauf ge- 
achtet, dab wihrend dieser Zeit kein Fisch genossen wurde, wl 
die von Lintzel (a. a. 0.) festgestellte Vermehrung des ‘r- 
methylamingehaltes des Harns nach Fischnahrung auszuschalten. 
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Nr. Tagesharnmenge Fliichtiger Amin-N 
eem meg 
] 1580 12.0 
2 1400 10,0 
3 1320 9.7 
{ 1210 11.1 
5 1410 10.7 
6 1100 10.0 
‘ 1600 9'() 
5 1200 85 
4 850 9.5 
10 1000 10.0 











10,L mg N 
im Tagesdurchsehnitt 


Die zehn untersuchten Normalharne zeigen demnach einen 
durchschnittlichen Gehalt von 10mg N  fliichtiger Alkylamine. 
Die einzelnen Werte streuen nur zwischen 8,5 und 12mg N, 
sind demnach sehr einheitlich und entsprechen ungefihr 0,1 °/, 
des Gesamtharn-N. Durchschnittlich 1 mg dieses N ist auf Tri- 
methylamin (Lintzel) zu beziehen. Uber die Natur der iibrigen 
Hauptmenge dieser Amine sind Untersuchungen noch im Gange. 

Die Annahme Folins, da ein erheblicher Anteil des Ge- 
samtharn-N in Form von Methylamin vorliegt, kann nicht be- 
stiitigt werden. 

Zusammenfassung 

Ks wird iiber eine Methode berichtet, die es gestattet, die 
fliichtigen Alkylamine im Harn quantitativ exakt zu bestimmen, 
Im normalen menschlichen Harn werden im Tagesdurchschnitt 
10mg N flichtiger Alkylamine, entsprechend etwa 0,1°/, 
des Gesamt-N, ausgeschieden. 
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Uber die Identifizierung der einzelnen Carotinoide 
von Mycobacterium phlei 


Von 


Yoshiharu Takeda und Tatuo Ohta 


(Aus dem Bakteriologischen Institut der Kaiserlichen Universitit 
Taihioku, Formosa, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1940) 
-A d | er 


In der vorigen Mitteilung?) haben wir eine kritische Betrach- 
tung iiber die Identifizierung eines im Mycobacterium phlei ent- 
m). _ haltenen Carotinoids gegeben, das von manchen Autoren auf Grund 
“it. nach F yon Adsorptionsanalyse und spektroskopischer Messung als 8-Caro- 
tin angesehen worden war. Es handelt sich jedoch um Leprotin, 
das wir krystallinisch erhielten und auf diesem Wege von /-Carotin 
unterscheiden konnten. 

Inzwischen gelang es uns, das Mycobacterium phlei in 
ugsen F orofen Mengen zu ziichten und mit diesem Material eine Identi- 

| fizierung der einzelnen Carotinoide durchzufiihren, die in diesem 
Bacterium in geringerer Menge vorkommen. 
uggen- — Der Acetonauszug von Mycobacterium phlei (Trockenge- 
wicht 2340 g) wurde zum dicken Ol verdampft und der Riickstand 
mit Benzin (Siedep. 60—80°) erschépfend extrahiert; dann wurde 
die Benzinschicht mit 90°/,igem Methanol ausgeschiittelt. Dadurch 
wurde eine erste Aufteilung in zwei Phasen (Benzin und Methanol) 
iggen FF erzielt. Kine weitere Aufteilung wurde nach dem Prinzip der 
| Mikromethode von Kuhn und Brockmann?) zur Trennung von 
Carotinoiden ausgefihrt. 

Aus der Methanolphase lie8 sich eine Carotinoid-Carbonsiure 
auf Grund ihrer Lislichkeit in Alkali von Xanthophyll abtrennen. In 
der alkalischen Lésung konnten wir die dem Azafrin entsprechende 
Absorptionslinie erkennen, aber in der Xanthophyll-Fraktion kein 
Xanthophyll nachweisen. 





nheim). 
nheim). 


h ej m). 
‘im). 


'! Y. Takeda u. T. Ohta, Diese Z. 262, 168 (1939). 
*) Diese Z. 206, 41 (1932). 
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Zur Trennung etwaiger Xanthophyllester von Kohlenwasser. 
stoffen wurde die Benzinphase verseift und der Verteilungsversuc, 


zwischen Benzin und 90°/,igem Methanol gemacht, wonach sic| f 


aber kein Xanthophyll in der Methanolphase nachweisen lief. 
Die Kohlenwasserstofffraktion war ganz epiphasisch. Sie 
enthielt drei Carotinoide, die durch chromatographische Analyse 
an Al,O, getrennt wurden; die Absorptionsbanden von zwei Caro. 
tinoiden stimmten mit denjenigen von «@-Carotin und y-Carotin 
iiberein. Der dritte Kohlenwasserstoff wurde in einer Ausbeute 
von 11,5mg krystallisiert erhalten und erwies sich als Leprotin 
(Absorptionsbanden, Schmelzpunkt und Mischprobe mit Leprotin, 
Durch diesen Versuch konnten wir unsere Angabe bestiitigen. 
da8 das in Mycobacterium phlei enthaltene Haupt-Carotinoid 
Leprotin ist. Im Gegensatz zu den Angaben von Chargaff}, 
Ingraham und Steenbock?’), dab Kryptoxanthin, Lutein-, Zea- 
xanthin- und Azafrin-ester vorkommen, war es uns weder moglich, 


diese Angaben zu bestiitigen noch andere Xanthophylle und Xantho- F- 
phyllester zu identifizieren. Hinsichtlich des Vorkommens von f 


a-Carotin findet sich eine Ubereinstimmung zwischen unseren Er- 
gvebnissen und den Angaben dieser Autoren. AuBerdem wurde 
das Vorkommen yon y-Carotin und freiem Azafrin, die in geringer 
Menge in diesem Bacterium enthalten sind, von uns festgestellt. 


Beschreibung der Versuche 


a) Extraktion und erste Entmischung. 2340 ¢ fein gepulverte. 
cetrocknete Bakterien wurden mit 10 Liter Aceton unter gelegent- 
lichem Riihren ausgezogen. Der gelbliche Extrakt wurde albge- 
zogen und der noch gefarbte Bakterienriickstand mit 2 Liter Acetou 
gewaschen. Die beiden Extrakte wurden vereinigt und im Vakuun 
zum dicken Ol eingeengt. Dieser briunliche, dlige Riickstand 
wurde in 2 Liter Benzin (Siedep. 70—80°) gelést, abfiltriert und 
die Benzinschicht 3mal mit 90°/,igem Methanol ausgeschiittelt. 

Die Methanolausziige (2 Liter) wurden vereinigt und 3 mal 
mit 100cem Benzin ausgeschiittelt, wodurch die Methanolphase 
von den in geringer Menge beigemengten epiphasischen F'arbstotien 
befreit wurde. 


b) Verarbeitung der Methanolphase. Die Methanolphase wurde 
mit 30ccm 10°/,iger Natronlauge alkalisch gemacht und eine 


1!) C. r. Acad. Sei. 197, 946 (1933). 
*) Biochemie. J. 29, 2553 (1935). 
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Identifizierung der einzelnen Carotinoide von Mycobacterium phlei 


Nacht im Eisschrank aufbewahrt, dann, mit etwas Benzin versetzt, 


‘mit dem gleichem Volumen Wasser verdiinnt und kriiftig durch- 


ceschiittelt. Vielmaliges Nachextrahieren mit Benzin entzog der 
ge D fe) 


-wiBrig-alkoholischen Schicht alles Xanthophyll. Die Benzinphase 


wurde im Vakuum auf 200 ccm eingeengt und mit 200 ccm 5°/ iger 
alkoholischer Kalilaunge 4 Stunden bei 40° aufbewahrt, um das in 
dieser Schicht noch enthaltene reichliche Fett zu verseifen. Nach 
beendigter Verseifung wurde der Farbstoff in Benzin getrieben 


‘und sorefiltig gewaschen zur Abtrennung der einzelnen Xantho- 


phylle durch Adsorptionsanalyse. 
Der obere Hauptteil des Adsorptionsrohres wurde mit gut 
setrocknetem Calciumcarbonat (EK. Merck) und der untere kleinere 


Teil des Rohres mit Al,O, (mach Brockmann) gefiillt. Beim 


DurchgieBen der Benzinlisung blieb kein Farbstoff am CaCO, 
hiingen, sondern es wurden alle Farbstofte am Al, O, adsorbiert. 
Die Farbstoffe, die am Al. 0. hingen blieben, zeigten ait Elution 


keine charakteristischen Absorptionsbinder der Xanthophylle. 


ec) Der Nachweis des Azafrins. Die Methanol-Phase wird durch 


‘Filtrierpapier filtriert, mit Essigsiiure angesiiuert und mit Benzol 


ausgeschiittelt, wobei schmutzig rot gefirbter Farbstoff ins Benzol 
iibergeht. Bei der Behandlung mit verdiinnter Natronlauge wird 
die Benzolschicht fast entfirbt, wihrend die untere wiBrige Schicht 
schmutzig rot gefirbt wird. In dieser wiBrigen Lésung erkennt 
man bei der spektroskopischen Untersuchung am GittermeBspektro- 
skop nach Loewe-Schumm schwache Absorptionslinien 449, 
423mu entsprechend dem Azafrin. 


d) Verarbeitung der Benzinphase. Die Benzinphase wurde im 
Vakuum zum dicken Ol eingeengt. Zur Verseifung wurde der 
briunlich-rote, dlige Riickstand in 450 ccm Benzol gelést, mit 
dem gleichem Volamsen 10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 
versetzt und 1 Tag im Kisschrank stehen gelassen. 

Nach beendigter Verseifung wurde die Farbstofflésung mit 
wenig Benzin (Siedep. 70—80°) und viel Wasser entmischt. Die 
Benzin- Benzolschicht wurde abgetrennt und getrocknet, dann zum 
dicken Ol verdampft, um beigemengtes Benzol zu entfernen. Dieses 
Ol wurde nochmals in 2 Liter Benzin gelist und mit 90°/,igem 
Methanol, schlieBlich mit 95°/,igem Methanol gewaschen. 

In den beiden Verteilungsversuchen waren alle Farbstoffe 
ins Benzin iibergegangen, und es lieB sich kein Xanthophyll in 
er Methanolphase nachweisen. 
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Die Benzinschicht wurde mehrmals mit Wasser sorgfiltiz 
gewaschen und der Adsorptionsanalyse unterworfen. Die Far). 
stofilisung wurde auf Al,CO, aufgegossen und mit reichlichey 
Benzol—Benzin-Gemisch (1:3) nachgewaschen, bis sich vier Zone, 


ausbildeten, die erstens aus einer schmalen dunkel violettrotes, 


zweitens einer schmalen violettroten, drittens einer die Hauptzon 
einnehmenden tiefroten und viertens einer schwach rotgefirbter 
Zone bestehen. 

Aus der ersten Zone wurde ein Farbstoff eluiert, der di 
Absorptionsbanden 496, 463, 433 my in Benzin und 533,5, 49), 
464 my in CS, hatte, die bei der spektroskopischen Untersuchuiy 
am GittermeBspektroskop nach Loewe-Schumm mit denjenigen 
von y-Carotin iibereinstimmten. 

Aus der zweiten und dritten Zone wurden spektroskopiscl 
identische Farbstoffe eluicrt, deren Absorptionsbanden 484, 452, 


425 mu in Benzin und 517,479, 447 mu in Cs, waren. Diese beiden | 
Farbstofffraktionen krystallisierten, schmolzen bei 197° und zeigten | 


keine Depression bei der Mischprobe mit Leprotin. 
Aus der vierten Zone wurde ein Carotin eluiert, das sich als 


a-Carotin erwies und die Absorptionsbanden 478, 448 my in Benzin f 


und 509, 478 mu in CS, zeigte. 


Der Japanischen Gesellschaft zur Férderung der Naturwissen- f 
schaften (Nippon-Gakuzyutu-Sinkokwai) sind wir fiir ihre Unter 
stiitzung zu bestem Dank verpflichtet. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren 
62. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitit Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1940) 


Uber die Einwirkung von Kaliumpermanganat 
auf die schwefelsauren Losungen von Biliansaure-oximlactam 
und Bilianséiure-7-monoxim 


Die nachstehend beschriebenen Versuche bilden eine Er- 


ginzung zur letzten Mitteilung'), in der iiber die Einwirkung 


von Chromsiure auf Biliansiiure-oximlactam ([) und Biliansiure- 
7-monoxim (II) berichtet wurde. Bei dieser Reaktion bilden sich 
die Nitrosoverbindungen C,,H,,N,O, und C,,H,,NO,, die friiher 
aus den genannten Gaines. mit Hilfe von Salpetersiure hergestellt 


worden waren. Es volizieht sich dabei die Umwandlung der Ketoxim- 


‘gruppe nach dem Schema: —C(: NOH)—CH< -» —CNO)= 


Ks ist bereits darauf hingewiesen worden, dab sich voraussichtlich 
die gegen Alkali empfindlichen Nitrosokérper auch durch andere 
saure Oxydationsmittel werden herstellen lassen. Das ist in der 
Tat der Fall. LaBt man Kaliumpermanganat auf die schwefel- 
sauren Liésungen der beiden Oxime unter den unten niher be- 


_Zeichneten Bindungen einwirken, so bilden sich ebenfalls die ent- 


sprechenden Nitrosoverbindungen, die in derselben Weise wie in 


der letzten Mitteilung beschrieben, charakterisiert und identifiziert 


werden konnten, insbesondere wurden sie wie friiher in die Keto- 


3,4H,,0, tiber- 


_gefiihrt (—C(NO)= cx aa CH<). Die beiden Nitroso- 
_korper haben sich also jetzt mit Hilfe von drei verschiedenen 
| Oxydationsmitteln gewinnen lassen. Hinsichtlich des Mechanismus 
der Reaktion ist in der letzten Mitteilung erwiihnt worden, daB 


') Diese Z. 265, 88 (1940). 


238 Martin Schenck, 


im Falle der Salpetersiiure-Oxydation die Nitrosogruppe aus de 
Salpetersiiure (bzw. salpetrigen Siure) stammen kénnte, als wal. 


scheinlicher aber ist es anzusehen, daB diese Gruppe wie bei def <j 


Chromsiure- und Permanganat-Oxydation aus der Oximgrupyc§ | 





“T 
A 


u 


hervorgeht. Wie man sich die oben erwihnte Verinderung af 


der Ketoximgruppe unter Mitwirkung des benachbarten tertiir 


cebundenenWasserstofiatoms vorstellen kann, ist friiher bereit§ 


erdrtert worden. 





NH ‘CO CO 
| | Pia a 
CH, C CH, e | 
| | ' CgH,,-» COOH | 
CH, CH,CH CJ CH, CH,CE CJ 
I elie ti Oa 5 we el” ae 
CH, G CH CH, C CH 
| | | | | 
book CH C:NOH COOH CH C:NOH 
ee ee he 
COOH CH, COOH CH, 
Biliansiiure-oximlactam, Biliansiiure-7-monoxim, 
Co Hs.No0s. C.,Hs;NOx. 


Beschreibung der Versuche 


Die als Ausgangsmaterialien fiir die Versuche benutzter 


Priiparate von Biliansiiure-oximlactam und Biliansiure-7-monoxinf 


waren, wie in der letzten Mitteilung angegeben, bereitet worden. 


Die Verwondang einer fertigen Lésung von Kaliumpermangans Hy 
in 50°/ iger Schwstelukure empfiehlt sich weniger, da eine solchf 


i0°5 


Lésung wie bekannt allmiihlich unter Sauerstoffentwicklung sicif- 
zersetzt, es erschien deshalb zweckmibig, das Permanganat 11f- 


Substanz zur Anwendung zu bringen. 


1. Kaliumpermanganat und Bilianséure-oximlactam in schwefel- 
saurer Lésung. 0,5 ¢ Biliansiiure-oximlactam liste man bei ge 
wohnlicher Temperatur in 20 ccm 50°/,iger Schwefelsiure uni 
setzte der Lisung 70 mg feingepulvertes Kaliumpermanganat 71 
(entsprechend 1 Atom Sauerstoff pro Molekiil C,,H,,N,O,). Das 
Oxydationsmittel liste sich dabei auf, aber die Permanganatfarl 
verschwand sofort und machte einer Blaufirbung Platz, die Lésuy; 
blieb aber klar. Nach 10 Minuten gab man 200 ccm Wasse! 
hinzu, es schied sich eine farblose flockige Masse ab, die sic 
beim liagonom Stehen in einen blauen krystallinischen Bodensatilh 
umwandelte. Nach mehreren Stunden wurde der Niederschlag ab- 


gesaugt, mit Wasser gewaschen und aus 30°/ iger Essigsaure ull 
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‘sich unscharf bei etwa 200°. 





‘saurer Loésung. 0,5 g 


siete licher Temperatur in 20 ccm 50°/,iger Schwefelsiure gelést und 
; o* U 


» solche 


o siclf . . = bcetnd 
INS | einer Blaufarbung der Lésung Platz, gleichzeitig schied sich aber 


das Reaktionsprodukt in Form einer fast farblosen Masse aus. 
| Nach 10 Minuten gab man 200 ccm Wasser hinzu, um die Ab- 
' scheidung zu vervollstiindigen, saugte nach mehrstiindigem Stehen 
die Fillung, die sich mit hellblauer Farbe zu Boden gesetzt hatte, 
ab und krystallisierte sie aus 50°/ iger Essigsiiure um. Die griin- 
lich gefiirbte Liésung schied sofort die hellblau gefiirbten feinen 
Nadeln der Nitrosoverbindung C,,H,,NO, aus (Ausbeute: 0,16 g). 
| Sie zeigten eine hellere Farbung als die Krystalle, die aus Bilian- 
_ siure-dioxim und Salpetersiiure (D. 1,4) gewonnen werden; solche 
_heller blau gefirbte Praparate des Nitrosokérpers C,,H,,NO, 
| Sind schon wiederholt erhalten worden. Worauf der Unterschied 
t " der Farbe der einzelnen Priiparate beruht, ist noch nicht ge- 
E klirt. 
| Firbung durch Beimischung einer gewissen Menge der farb- 
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| krystallisiert, es resultierten gut ausgebildete, derbe, blaugefairbte 


| Krystalle in einer Ausbeute von 0,17 g. Die Krystalle zersetzten 
» bei de 


‘sich bei 230—232° und gaben mit dem Reagens von Angeli 


'und Castellana eine tief dunkelblaue Liésung. 
rung ap 


0,1256 ¢ 
C.,H5,N.05 


Subst. (bei 110° getr.): 6,3 eem N (21,5°, 758,2 mm). 
Ber. N 5,86 Gef. N 5,78. 


Eine Probe des erhaltenen Priiparates wurde in einem Uber- 
schuf verdiinnter (etwa 5°/,iger) Natronlauge gelést, es erfolgte 
bereits beim Auflésen Entfairbung. Nach 30 Minuten siiuerte man 
die Lisung mit Salzsiure an: die zunichst flockige farblose Fil- 
lung wandelte sich beim Stehen vollstindig in die ,kleinen Kry- 
stalle* der Ketolactamtricarbonsiure C,,H,,.NO, um. Sie zersetzten 
Die adhen Krystalle wurden in 
Wasser heiB gelést und die Lésung auf dem Dampfbad konzentriert, 
bis eine erste Nadeldruse sich zeigte. Beim Erkalten entstand 


ein Krystallbrei von ,,Nadeln“, die bei etwa 260° sich zersetzten. 
Das Filtrat von den Nadeln betrug 4 ccm. 
' mehr die »Nadeln“ in 4 ccm Wasser auf; bei mehrtiigigem Stehen 


Man schwemmte nun- 


wandelten sie sich vollstindig wieder in die Form der ,,kleinen 
Krystalle* um. 


2. Kaliumpermanganat und Bilianséure-7-monoxim in schwefel- 
Biliansiure-7-monoxim wurden bei gewéhn- 


der Lisung 70 mg feingepulvertes Kaliumpermanganat zugesetzt. 
Auch hier Serudewand die Permanganatfarbe alsbald und machte 


Ks ist friiher darauf hingewiesen w ude, daB die hellere 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 17 
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losen Nitroverbindung C,,H,,NO, bedingt sein kénnte}). Es of 
folgt aber die Oxydation der Nitroso- zur Nitroverbindunf 


(—C(NO)=C< + —C(NO,)—=C<) durch Salpetersiiure nur lang. 
sam und durch Chromsiure oder Permanganat in saurer Lisuy 
scheint sie sich nicht oder nur schwierig zu vollziehen. — |)j 
mit Hilfe von Permanganat in schwefelsaurer Liésung hergestellt: 
Nitrosoverbindung zersetzte sich bei 236—238° und gab ein 
intensive Reaktion nach Angeli und Castellana. 
0,1275 g Subst. (bei 110° getr.): 3,2 eem N (20°, 765,0 mm). 
C,,H,,NO, Ber. N 3,02 Gef. N 2,94. 


Eine Probe der Nitrosoverbindung wurde in einem Uber. 


schuB etwa 5°/,iger Natronlauge gelést, es erfolgte bereits beinf 


Auflésen Entfirbung. Nach 40 Minuten siiuerte man die Lésun 
mit Salzsiure an: die farblose, zunachst flockige Fallung wurde 


beim Stehen vollstiindig krystallinisch und die Krystalle zeigtenf 
den Schmelzpunkt der Biliansiure: 276° (unter Aufschiumen\f 





1) Diese Z. 222, 133 (1933). 
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Eine neue Farbenreaktion auf Aminosduren 
Von 
S. Edlbacher und Fr. Litvan 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1940) 


Bei Untersuchungen iiber die Benzoylierung von Aminosiuren, 
‘fiber die wir gelegentlich berichten werden, entdeckten wir eine 
‘allgemeine Farbenreaktion auf Aminosiuren, iiber die wir hier 
‘qunichst das Folgende mitteilen: 

| Aminosiuren reagieren in alkalischer Lésung mit p-Nitro- 
‘benzoylchlorid und Pyridin unter voriibergehender Bildung einer 
‘meistens tiefblau gefarbten Verbindung. Die Ausfiihrung der 
‘Reaktion gestaltet sich wie folgt: 

Man lést oder suspendiert einige Milligramme der Amino- 
siure in 1—2 ccm Wasser und setzt 5—6 Tropfen 40 °/,ige 
Natronlauge zu. Nun iiberschichtet man die Lésung mit 1—2 ccm 
Pyridin. Andererseits lést man einige Krystalle p-Nitrobenzoyl- 
chlorid in einigen Kubikzentimetern Benzol und gibt einige T'ropfen 
dieser Lésung in das Pyridin. Man schiittelt etwas um und beob- 
jachtet nun eine tiefblaue Farbe, die im Pyridin gelést ist. Nach 
1—5 Minuten verschwindet die Blaufirbung. Setzt man nun wieder 
‘einige Tropfen der Lésung von Nitrobenzoylchlorid zu und schiittelt 
wieder, so tritt die Blaufarbung des Pyridins neuerdings auf, um 
‘wieder zu verschwinden und so fort, bis alle Aminosiure ver- 
braucht ist. 

Verwendet man an Stelle von Pyridin Picolin, so geht die 
Reaktion ebenfalls. Bei Anwendung von Chinolin treten rote 
Dis schmutzig braune Farben auf. Wir geben daher dem Pyridin 
den Vorzug. Fiihrt man die Reaktion anstatt mit p-Nitrobenzoyl- 
chlorid mit einer benzolischen Lisung von Benzoylchlorid aus, 
‘80 tritt nur bei Glykokoll eine blaugriine Farbung auf, nachdem 
“ie Pyridinlésung sich im ersten Augenblick gelb firbt. Die 
fnoderen Aminosiuren geben mit Benzoylchlorid schwache griin- 
elbe Farbung. Die typische Bildung des tiefblauen Farbstoffes 
tritt nur mit p-Nitrobenzoylchlorid ein. 
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Was die Spezifitit der Reaktion betrifft, so ist aus de 
folgenden Tabelle zu entnehmen, daB alle freien Aminosiuren i; 


Reaktion geben. Bei einigen ist die entstehende Farbe nicht rei 


blau, sondern violett. Soweit wir die Reaktion untersuchte 


ist sie also durch die Gegenwart einer freien Amino- oder eine 


freien Carboxylgruppe bedingt. 
Tabelle 1 











Glykokoll . | ++ | blau systein . . + | yiolett 
Alanin. } ++] ,, Cystin. . . | ++ * 
Valin i+ + +] Methionin . +++. blau 
Leucin oo 2 [ttt Arginin .. | ++ he 
Phenylalanin. . . |+++ Histidin . . fe be = 
Tyrosin . . + + Ornithin + +- 
Dioxyphenylalanin + ‘ Lysin ...) ++ 
Serin ... + violett, Citrullin ..{/ ++ / , 

| dann rot] Tryptophan. +++ ,, 
Asparaginsiure. . | + _ | violett Prolin (keine Amino 
Glutaminsiure . . |) ++ | gruppe!) 





Substituiert man in den Aminosiiuren die Amino- oder Cart. 
oxylgruppe, so treten keine oder nur ganz schwache Farbtone aut 











<a ~eoeke wees ani 








Tabelle 2 
: = —— —— 

Glykokollithylester | +  blau, se hove sills Argininsiiure. . .. - 
Glyeylglycin . . . | +  violett, sehwach Agmatin 
Leucylglycin | + | violett Guanidin . . 
Alanylgly cin 4 is Methy leuanidin 

Sarkosin ~ gelb Harnstoff 
Ornithursfiure ; +  duBerst schwach, Histamin 

bei lingerem 
| Stehen deutlicher 

Lysursiure | + | wie Ornithursiiure | Imidazol — 
Asparagin . | + | violett Imidazolmilchsiiure . 
Glutamin . i+ Ammoniak 
Glutathion ;} — Athylendiamin . 
Carnosin } — Tyramin 
Taurin . ae Putresein 
Carbaminoarginin ; — Cadaverin . 
Monobenzoylarginin | - Kreatin . . 
Harnsiure | — Hypoxanthin . 
Normaler mensch- | 

licher Harn . +  sehwach blau 


Es ergibt sich also, daB die einfachen Dipeptide die Reaktiof 
noch schwach zeigen. Die Decarboxylierungs- und Desaminierung* 
produkte geben keine typische Reaktion mehr. 
die EKiwei8kérper die Reaktion nicht. 
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Die Empfindlichkeit der Reaktion ist geringer als die der 


iron al Ninhydrinreaktion. Bei einiger Ubung ist die Blaufiirbung noch mit 
i. ccm m/1000-Alanin eindeutig zu beobachten. Kine quantitative 


-colorimetrische Methode zur Bestimmung von Aminosiuren ist 








ire. 


feaktion& 
lerung 
» gebel 


twegen der hochgradigen Unbestindigkeit des Farbstoffes vorliufig 
‘nicht durchfihrbar. Da auch das p-Nitrobenzoylchlorid in groBem 


UberschuB angewendet werden muB, ist auch eine Titration mit 


diesem Reagens vorliufig nicht durchfiihrbar. 

Uber die Natur des gefirbten Intermediirproduktes méchten 
wir uns gegenwirtig noch nicht 4uBern. Es sind ja wohl soge- 
nannte ,,Polymethinfarbstofie* bekannt, die z.B. durch Einwirkung 
von Dinitrobenzol auf Pyridin mit Anilin entstehen, wobei das 
Anilid des Glutaconaldehyds gebildet wird (W. Kénig), doch halten 
wir es verfriiht, uns heute schon iiber den Reaktionsmechanismus 
zu iuBern. Wir werden gelegentlich weiter dariiber berichten. 
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EinfluB von Citronensiure-Eingaben auf den Brenztrauben. 
sduregehalt des Blutes 


Ein Beitrag zur Kenntnis des Stoffwechsels im Tierkorper 
Von 


Hans von Euler und Bertil Higberg 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1940) 


Der Befund, von dem wir ausgehen ist folgender: Im Blut 
héherer Tiere findet man bekanntlich regelmaBig eine von der 
Nahrung, und zwar sowohl von den Substraten als von Wirkstoffen 
(in erster Linie von Aneurin) abhiingige Menge Brenztraubensiiure 
(BTS); sie betrigt z. B. bei Ratten nach gewoéhnlicher gemischter 
Kost 10—13 y BTS/ccm Blut, und etwa den gleichen Wert lieferten 
zahlreiche Messungen am Menschen (Kuler u. Hégberg). Gilt 
man nun durch Injektion oder per os eine kleine Menge, bei Ratten 
etwa 500 y, Citronensiiure ein, so sinkt innerhalb eines Tages der 
Brenztraubensiurespiegel auf etwa den halben Wert ab; Brenz- 
traubensiure ist also in gesteigertem Grad verbraucht worden, 
so wie dies auch nach Aneurineingaben eintritt. 

Die hier mitzuteilenden Versuche schlieBen sich an zwei 
Arbeitsgebiete dieses Instituts an: 

Kinerseits haben wir in einer Reihe von experimentellen 
Studien die Bedingungen festgestellt, unter welchen der normale 
Brenztraubensiuregehalt des Blutserums erhéht bzw. erniedrigt 
wird). Kine pathologische Erhéhung, also verminderter oxy- 
dativer bzw. reduktiver Verbrauch von BT'S wird hervorgerufen 
durch Fieber, durch Vitamin A-Mangel?), durch Zn-Salze, durch 
Adrenalin sowie durch einen in Jensen-Sarkom-Ratten vor- 
kommenden Stoff. Kin starkes Absinken der BIS wird nicht 


') Kuler u. Hégberg, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 15 B, Nr. | 
(1939); Euler, Schlenk u. Hégberg, Upsala Liikareférh. N. f. 45, 30! 
(1939); Euler u. Hégberg, Diese Z. 263, 49 (1940). 

*) Euler u. Hégberg, Naturw. 28, 29 (1940); Nylin, Euler 
Hégberg, Klin. Wsehr. 19, 433 (1940). 
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nur durch Aneurinzufuhr erreicht, sondern auch durch Kingabe 


‘yon Mn-Salzen sowie durch Insulin. 


Andererseits haben Adler, Kuler, Giinther und Plass!) die 


enzymatische Dehydrierung der Iso-Citronensiure untersucht, und 


haben dabei die Wege des dehydrierenden Zuckerabbaues im An- 
schluB an die Arbeiten von Knoop und Martius”) sowie von 
Krebs%) besprochen., 

Der Abbaucyclus, wie ihn Krebs durch Verkniipfung der 


Ergebnisse von Knoop (a. a. O.) und Martius‘) mit der C,-Di- 


carbonsiure-Theorie von Szent-Gyérgyi') darstellt, nimlich: 


Brenztraubensiiure 
+ Oxalessigsiiure 
xa ia 
rr 1" a o* 
Ya Citronensiiure 
ra Y 
FA Aconitsiiure 
| 
Y 


Apfelsiure [so-Citronensiiure 
A | 
Viti =e ee 
umarsaure a-Ketoglutarsaiure 
i 
tg kK 


Bernsteinsiure 


regte hinsichtlich des eingangs erwihnten gesteigerten BTS-Ver- 


brauchs die Deutung an, daB die dem Organismus zugefiihrte 


| Citronensiure die vermehrte Bildung von Oxalessigsiure veranlaBt 
und durch Beschleunigung des obigen Cyclus®) den Verbrauch 
| der Brenztraubensiiure vergréBert. Aus einer solchen Deutung 


ergibt sich dann zwar nicht als notwendige aber wahrscheinliche 


| Folgerung, daB auch die iibrigen Zwischenglieder des Abbaues, 
also Iso-Citronensiure, @-Ketoglutarsiiure, Bernsteinsiiure, Fumar- 


siure, Apfelsiure und Oxalessigsiure eine analoge Erniedrigung 


des BT'S-Spiegels hervorbringen sollten. 


Diese Folgerung ist durch die nachstehenden Versuche ge- 


| priift worden. 


') Adler, Euler, Giinther u. Plass, Biochemie. J. 33, 1028 (1939). 

*) Knoop u. Martius, Diese Z. 242, 1 (1936); 246, 1 (1937). 

*) Krebs u. Johnson, Enzymologia (Nd.) 4, 148 (1937); Krebs u. 
eeleston, Biochemie. J. 32, 913 (1938); 34, 442 (1940). 

‘) Martius, Diese Z. 247, 104 (1937); 257, 29 (1938). 

*) Szent-Gy6érgyi u. Mitarb., Diese Z. 236, 1 (1935); 244, 105 (1936). 


*) Uber die Stellungnahme Szent-Gyérgyis zur Krebsschen Hypo- 
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Gegen den obigen auch von Orten und Smith vertreteng 
Atmungscyclus sind bekanntlich von Breusch?) beachtenswert. 
Einwande gemacht worden, denen sich auch J. Thomas?) anschlof, 
Da die Citronensdure in fast allen Organen und K@érperfliissigkeite; 
vorkommt, wie zuerst durch die Arbeiten Thunbergs’) und seine 
Schule nachgewiesen wurde, ist ihre Beteiligung am Stoffwechse 


von allgemeinem biochemischen Interesse. Es sei besonders auj 


die ausfihrlichen Untersuchungen von Grénvall‘) und yor 
Martensson®) an Kaninchen sowie von Sjéstrém®) an Menschey 
hingewiesen, Aus denselben geht hervor, daB die eingefiihrte 
Citronensiure schnell aus dem Blut eliminiert wird. 


Orten und Smith’) hatten gezeigt, daB die Citronensiiure- 
ausscheidung bei Hunden und Ratten auBerordentlich stark z1- 
nimmt, wenn gewisse Umsatzprodukte, besonders Apfelsiiure, Fumar- 
siure und Bernsteinsiiure intravenés injiziert werden, und sie 
kamen weiterhin zu der Auffassung, daB die Citronensiure aus 
den injizierten Substanzen gebildet wird. 


Krebs, Salvin und Johnson’) bestiitigten die Versuche 
von Orten und Smith und betrachteten die Versuche dieser 
Autoren als Beweis dafiir, dab es méglich ist, den Verlauf des 
Citronensaiurecyclus im lebenden Organismus darzutun. 


Martensson®) kam zum Resultat, daB die Nieren als das 
Organ anzusehen sind, in welchem die Citronensiure haujt- 
sichlich verbrannt und ausgeschieden wird. Der Arbeit vou 
Martensson entnehmen wir noch folgende Tatsachen: 


Der Citronensiiuregehalt des Serums (C/s) ist wesentlich hoher 
als derjenige der roten Blutzellen. 


4) Breusch, Diese Z. 250, 262 (1937). 

*) J. Tomas, Enzymologia (Nd.) 7, 231 (1939). 

3) Thunberg, Fysiogr. Siillsk. i Lund férh. 3, Nr 17 (1933); vgl. auch 
Scherstén, Skand. Arch. Physiol. 63, 97 (1931). 

*) Grénvall, Acta ophtalm. suppl. 1937. 

°) Martensson, Skand. Arch. Physiol. $0, 303 (1938) (Thunberg: 
Festb.); Acta Soc. physiol. scand. (D.) 1, suppl. II (1940). 

®) Sjéstrém, Acta chir. scand. (Schwd.) 79, suppl. 49 (1937). 

) Orten u. Smith, J. of Biol. Chem. 117, 555 (1937); Proc. Soe. 
exper. Biol. a Med. (Am.) 36, 555 (1937). 

*) Krebs, Salvin u. Johnson, Biochemic. J. 32, 113 (1931). 

*) Martensson, Acta Soe. physiol. seand. (D.) 1, suppl. IT (1940). - 
On the citric acid metabolism in mammals, Acta Soe. physiol. scand. ()). 
1, suppl. IT (1940). 
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Intravenés injiziertes Citrat wird schnell aus dem Blut ent- 
| fernt (bis zu 100 mg pro Kilogramm verschwinden fast vollstiindig 
jn 11/, Stunden). Die per os eingenommene Citronensdure wird 
schnell absorbiert. Citronensiure wird in den Muskeln gebildet. 


Nach intravenéser Kingabe von Citronensiure steigt die Aus- 


| scheidung derselben durch den Harn in hohem Grad, solange der 
| Citronensaiuregehalt Z/s hoch ist, nimmt aber wieder ab, wenn 


C/s sinkt. 

Im Gegensatz zu Orten und Smith’) konnte Martensson 
zeigen, daB die Bildung von Citronensiure in der Niere nach 
Kingabe von Apfelsiiure nicht erfolgt, daB diese Siure vielmehr 
den normalen Abbau der Citronensiure im Nierenparenchym 
hemmt und dadurch ein miachtiges Anwachsen der Citronensiure- 
ausscheidung im Urin hervorbringt. DemgemiaB hilt Martensson 
die in vivo- Versuche von Orten und Smith nicht fir _ be- 


| weisend fiir die Richtigkeit der Citronensiure - Cyclus - Theorie 


von Krebs. 

P. E. Simola und seinen Schiilern, besonders Krusius, 
verdankt man eine Reihe von Untersuchungen iiber die Citronen- 
siurebildung im Tierkérper aus zweibasischen Siuren und Keto- 
siuren. In Ubereinstimmung mit Krebs finden Simola, Krusius 
und Alapeuso?) im Rattenversuch eine — und zwar auBer- 
ordentlich starke — Erhéhung der Citronensiure nach Kingabe 
von Brenztraubensiure, Bernsteinséure, Fumarsiiure uw. a. 


Weder iiber den Mechanismus des Verbrauchs der Citronen- 
siure noch tiber den Mechanismus der Synthese konnte eine ent- 
scheidende Theorie gefunden werden; im allgemeinen stiitzen sich 
die Diskussionen auf das von Krebs vertretene Schema. 


Was nun den oxydativen Abbau der Citronensiure, ihre De- 
hydrierung betrifit, so ist durch die erwihnte Arbeit von Adler, 
Kuler, Giinther und Plass festgestellt worden, daB als Co-Enzym 
hierzu Codehydrase II bendtigt ist, auBerdem Mn- oder Mg- 
Salze. Schon frither hatten Wagner-Jauregg und Rauen’) 
gsezeigt, daB Flavinenzym zur Dehydrierung der Citronensiure 
notwendig ist, und zwar in einer spiteren Reaktionsstufe. 


') Orten u. Smith, J. of Biol. Chem. 124, 43 (1938). 

*) Simola, Krusius u. Alapeuso, Suomen Kem. B, 11, 18 (1938). 

*) Wagner-Jauregg u. Rauen, Diese Z. 233, 215 (1935); 237, 
227 (1935). 
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Zur Methodik 


Als Versuchstiere dienten weiBe minnliche und weibliche 
Ratten vom Stamme dieses Instituts. Sie waren in der Regel 
etwa 2 Monate alt, und zwar verwendeten wir teils solche, die der 
Zuchtabteilung entnommen waren und bei gemischter Kost lebten 
und teils solche, welche — wie bei unseren friiheren Versuchen 
iiber den BT'S-Stoffwechsel — ohne Vitamin B, aber mit allen 
iibrigen B-Komponenten aufgezogen worden waren. Die Injek.- 
tionen (bei den Ratten) geschahen subcutan. 

Der Nachweis der Benztraubensiure im Blut geschah 
wie friiher nach einer Methode, die sich nahe an die von Lu! 
angegebene anschlieBt. Beziiglich der Anwendung dieser Methode 
verweisen wir auf unsere friiheren Mitteilungen in dieser Z. 263, 
49 (1940). Eine irrtiimliche Kritik dieses Verfahrens?) ist yor 
einiger Zeit von Hégberg und Schlenk’) widerlegt worden, s0 
daB es sich eriibrigt hierauf nochmals einzugehen. Betont sei 
nur, daB wir das Blut unmittelbar nach Decapitierung der Ver- 
suchstiere bzw. nach Blutentnahme (beim Menschen) mit 'Trichlor- 
essigsiure von 0° versetzten. Dies ist notwendig, weil die Stabilitit 
der Benztraubensiiure im Blut recht gering ist, wie neuerdings 
auch wieder von Bueding und Wortis*) angegeben wird, welche 
zur Stabilisierung Jodessigsiure zusetzen. 

Was die Bestimmung der Milchsaure betrifft, so wurde 
dieselbe wieder nach Fiirth-Charnas vorgenommen, und zwar 
in dem von Lieb und Zacher! angegebenen Apparat®), 


Versuche 


Wir fiihren zuniichst die folgenden, an Ratten angestellten 
Grundversuche an, bei welchen jedes Tier eine Injekton von 5007 
Citronensiure subcutan in Form von Na-Citrat erhielt. 

Folgende Tabelle zeigt die eingangs erwahnte Tatsache, daf im 
Blut sowohl normal ernihrter als B,-avitaminotischer Ratten durch 
Injektion von 5007 Citronensiure der BTS-Gehalt auf rund die 
Hilfte bzw. zwei Drittel gesunken ist. 


1) Biochemie. J. 33, 249 (1939). 

2) Sy. Kem. Tidskr. 52, 67 (1940). 

8) Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi. 14 B, Nr. 4 (1940). 
4) J. of Biol. Chem. 133, 585 (1940). 

5) Diese Z. 211, 211 (1932); 281, 88 (1935). 
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Ratte 


Nach ge- 
mischter Kost 


},-frei ernihrt 
Nr. 32833 


29 Q907 


Je Ove 
32838 
21 Tage lang 
B-frei ernihrt 
Nr. 3287] 


DD 


Dd 





Gewicht, 


12¢ 
| 12 
22 Tage lang 


55) Tage alt 


56 Tage alt 


15 Std. naeh 
20 
15 


18 Std. nach 
a 4 


18 Std. nach 





Behandlung 


Injektion 


Injektion 





Injektion 


y BTS 
je cem Blut 
Kinzelvers. 


12,7 
10,0 


” 


Kin ganz analoger Effekt wurde erzielt, als Ratten zur normalen, 


'gemischten Kost einen Zusatz von 2 mg Citronensiure (als Na-Citrat) 


erhielten; wie nachstehende Zahlen zeigen, sank der BT'S-Gehalt 
nach 20 Std. auf rund die Hilfte. Die Wirkung der per os ein- 
segebenen Citronensiure auf B,-avitaminotische Ratten rief eben- 
falls eme Abnahme von rund 2:1 hervor. 





Ratte 


Nach gem. Kost 


2; Tage lang 
b,-frei ernihrt 
Nr. 32898 

32831 





» 32832 


Gewicht, 


Alter 


120 ¢ 


58 Tage 
oO « 
D8, 





20 Std. nach Eing. per os 


20 Std. nach Eing. per os 


20 


? 


Behandlung 


” ” 
unbehandelt 


y BTS 


6,0 
6,4 


(,0 

97 
12,5 
9») 





je eem Blut 


Mittel 


6,2 
110.0 





Die Vitamin-B,-arm erniihrten Ratten waren noch nicht zum Gewichts- 


tillstand gekommen und hatten also noch B,-Reserven. 


Dies ist auch aus 


dem BT'S-Wert 21 zu ersehen; vollkommen B,-avitaminotische Ratten gehen 
aut 30—40 y BTS je cem Blut herunter (vgl. S. 244). 

Was die Menge der eingegebenen Citronensiiure (500 bzw. 
2000 y) betrifft, so mag zum Vergleich der Citronensiuregehalt des 
gesamten normalen Rattenblutes schiitzungsweise mit 100—150 y 


angegeben werden. 


tormalen Menschenserums 257 je Kubikzentimeter. 
Auffallend sind die langen Zeiten, nach welchen die Citronen- 
Die ersten Versuche bei einer Blut- 


siure zur Wirkung kommt. 





Nach Thunberg betrigt der Mittelwert des 





50 Hans von Euler und Bertil Hiégberg, 


bo 


entnahme 3 Stunden nach Injektion waren ohne Effekt. Anderey. 
seits erwies sich der erniedrigte BTS-Spiegel noch 45 Stunde, 
nach Injektion von der gleichen GréBe. 

45 Stunden nach Injektion von 500y Citronensiure erga) 
in zwei Versuchen: 

5,0 bzw. 4,67 BTS/eem Blut 
Kontrolltier 12,0 y BTS/eem Blut. 

Vor einiger Zeit haben wir mitgeteilt, daB im Blut von Ratten 
mit implantiertem Jensen-Sarkom der BTS-Gehalt vom normalen 
Wert 10—12¥y auf den rund 3—4 fachen Wert steigt, obwohl ix 
solchen Ratten keineswegs eine T’emperaturerhéhung nachzuweisen 
war. Auch in solchen Jensen-Sarkom-Ratten konnten wir eine 
starke Erniedrigung des BT'S-Spiegels durch Injektion von Citronen- 
siiure feststellen: 

Jensen-Sarkom-Ratte unbehandelt 31 y BTS/cem Blut 
nach Injekt. 20 u. 21y BTS/eem Blut. 


” 9 9 


Ein interessantes Ergebnis, auf das wir bald zuriickkommen, 
sei hier kurz erwahnt: Auch durch Injektion von 1mg NH,(| 
in Jensen-Sarkom-Ratten wird ihr Blut-BTS-Spiegel bedeutend 
erniedrigt (von 35 auf 207 BTS/ccm), vermutlich Bildung der 
entsprechenden Iminosiiure und deren Reduktion zu Alanin. 

Im Anschlu8 an die obigen Ergebnisse an Ratten geben wir 
einen an einem gesunden Mann angestellten Versuch an. Der 
Normalgehalt seines Blutes betrug 97 BTS/ccm Blut. Die Ver- 
suchsperson hatte 15 bzw. 12 Stunden vor der Blutentnahme } 
2 Citronensiure, im ganzen also 4g Citronensiure (als Na-Citrat! 
per os eingenommen. Dann fanden wir 

2y BTS/eem Blut. 


Der BTS-Gehalt betrug also weniger als */,des norma- 
len. Etwa 18 Stunden nach der Citronensiureeinnahme trat eine 
starke physiologische Reaktion (SchweiBausbruch und 'Temp.-Kr- 
hdhung), nach weiteren 5 Stunden Schiittelfrost ein. Vermutlicl 
war zu dieser Zeit der BTS-Gehalt des Blutes noch tiefer als der 
oben angegebene. 

Wenn die eingangs erwiihnte Deutung zutrifit, daB BTS im 
Sinne von Krebs mit Oxalessigsiure zu Citronensiure synthetisiett 
und damit verbraucht wird, so war zu erwarten, daB mit a-Keto- 
glutarsiure ein wenigstens ebenso grober Effekt eintritt. Wi 
haben die folgenden Zwischenglieder des Citronensiurecyclus hit- 
sichtlich der Einwirkung auf den BTS-Gehalt des Serums gepriift 
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' wobei wir die betreffenden Saéuren wiederum als Na-Salze injiziert 


| haben (vgl. nachstehende Tabelle). 





eens 


- Ratte nach Normalkost, Injektion von 500 v 15 Stdn. nach Injektion 
| Gewicht 115—120 g Substanz als Na-Salz y BTS/cem Blut 
xX — 14 11 13 
XI Iso-Citronensiiure 99 98 95 10 
XIf o-Ketoglutarsiiure 10 11 
XII Bernsteinsiure 14 
XIV Fumarsiiure 13 12 
XV Apfelsiiure 13 14 
XVI Oxalessigsiiure nicht bestimmt 
XVII Malonsiiure 8,2 8,5 








Als allgemeines Resultat kann zuniichst festgestellt werden, 


| day die Zwischenprodukte des Citronensiiurecyclus, welche die 
| Sauerstoffatmung mehr oder weniger steigern, sich in bezug auf 
| die Konzentrationsverinderung der BTS ganz anders verhalten 
'als Citronensiiure. 


Das mit Oxalessigsiiure gewonnene Ergebnis ist entstellt da- 


i durch, daB Oxalessigsiure mittelst der angewandten analytischen 
| Methode mit der BTS mitbestimmt wird. 


Was dann die Isocitronensiure betriffit, so haben wir die 


| Versuche mit dieser Substanz wiederholt, da das von Citronen- 
' siure abweichende Verhalten sehr auffallend erschien, um so mehr, 
als nach Martius ein Gleichgewicht zwischen Citronensiiure und 
 Iso-Citronensiiure sich enzymatisch einstellt. Wir haben auch noch 
'2mg Isocitronensiure (als Na-Salz) per os eingegeben mit den 


Ergebnissen 10,0 und 10,5 y BT'S/ccm Blut, also mit viel geringerem 


| Effekt, als durch Citronensiure erreicht wird. 


Nach Krebs und Eggleston (a. a. O., 1940) hemmen kleine 


| Ca-Konzentrationen, wie sie auch im Blut vorkommen, den Ver- 
-brauch von BTS in hohem Grad. An einer Ratte, welche ge- 
mischt, also nicht Ca-frei ernihrt worden war, rief eine subcutane 
Injektion von 500 7 CaCl, keine Anderung des BTS-Spiegels im 
/Serum hervor; die Versuche werden mit Ca-frei ernihrten Tieren 


fortgefihrt. Es war vielleicht auch nicht geeignet, die Injektion 


subcutan statt intravenés vorzunehmen, um das eingegebene Ca 


zur Wirkung zu bringen. 
Der Versuch mit Malonat war angestellt worden, weil nach 


‘Krebs und Egglestone (a. a. 0.) die Oxydation der BTS durch 


Malonat gehemmt wird. Eine solche Hemmung tritt, wie ersicht- 
lich, hier nicht zutage. 





952, v. Euler und Hégberg, Einflub von Citronensiéure-Eingaben usy, 


Unter dem Einflu8 des Aneurin-Mangels steigt gleichzeitig 
mit der BTS auch die Milchsiiure, und beim Abfallen der BT‘. 
Werte nimmt im allgemeinen auch die Milchsiurekonzentration 
des Blutes ab. In dieser Untersuchung liegen erst einzelne Milch. 
siiurebestimmungen vor, aus denselben wird ersichtlich, daB sich 
durch die Eingabe der Citronensiure, welche den BTS-Spiegel 
erniedrigt, die Milchsiurekonzentration im Blut wenig Andert, 
Dies deutet darauf hin, daB das Verschwinden der BTS im Blat 
unter dem EinfluB von Citrat héchstens zum Teil auf Reduktion 
zu Milchséure zuriickzufiihren ist. 

Wir werden auf die Oxydo-Reduktionsvorgiinge im System 
3renztraubensiure—Citronensiure unter Beriicksichtigung des Me- 
thylglyoxals bald zuriickkommen. 

Vergleicht man die Umsetzung der BT'S im Blut mit ihrem 
Verhalten gegeniiber Hefe, und zwar frischer wie auch gefrorener, 
so findet man die auffallende T'atsache, daB die BT'S sich schon 
nach etwa 30 Minuten durch unsere Methode kaum mehr nach- 
weisen laBt, wihrend aus der gleichen Lésung im Parallelversuch 
noch CO, entwickelt wird. 

Im Anschlu8 an unsere friiheren Ergebnisse’), daf bei A-Avitaminose 
von Ratten eine starke Anhiiufung, etwa Verdreifachung des normalen BT‘S- 
Wertes im Blut eintritt, haben wir untersucht, ob dieser Effekt durch Zu- 
satz einer Liésung von B, und B, kompensiert werden kann. Wir haben 
deswegen in Vitamin-A-arme Ratten (dieselben waren noch nicht vollig zur 
Gewichtskonstanz gekommen) je 0,5 cem einer Lésung injiziert, welche 5 mg 
Aneurinhydrochlorid und 0,05 mg Riboflavin enthielt. Wir fanden 15 Std. 
nach der Injektion 


A-arme Ratten y BTS/eem Blut 
Nr. 32636, ohne Zusatz. . . a ee 20 
Nr. 32246, Injekt. von B, und B, +e ae ee 16,5 
Zusammenfassung 


Durch subcutane oder perorale Eingabe von Citronensiure in 
Ratten oder Menschen wird die Brenztraubensiure-Konzentration 
des Blutes bis auf weniger als den halben Normalwert herabgesetzt. 

Der gleiche Effekt tritt ein, wenn wegen Aneurin-Mangel oder 
aus anderen Ursachen der Brenztraubensiure-Spiegel erhéht war. 

Nach Eingaben von Iso-Citronensiure, «- - Ketoglutarsaure, 
Bernsteinsiure, Fumarsiiure, Apfelsiure wird keine oder eine 
viel kleinere Erniedrigung des Brenztraubensiiure-Spiegels im 
Blut hervorgerufen. 


') Euler u. Higberg, Diese Z. 263, 49 (1939/40). 
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‘Beitrag zum Problem des Vorkommens von Polypeptidasen 
im Blutserum und im Harn von Carcinomtragern, 
die Polypeptide zu spalten vermégen, 
in denen d-Aminosduren enthalten sind 


Von 
Emil Abderhalden und Rudolf Abderhalden 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 
(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitéit Halle a. S.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1940) 


Die Mitteilung von F. Kégl und H. Erxleben?), wonach in 
Tumoren und insbesondere Carcinomen enthaltene Proteine race- 
mische Aminoséuren aufweisen, und insbesondere die daran ge- 
‘kniipften Folgerungen haben der Krebsforschung neue Impulse 
in bestimmter Richtung gegeben. Wiirden Untersuchungen an 
elnem umfangreicheren Material unter Einbeziehung von normalen 
Geweben in gréBberem AusmabBe, als es bislang der Fall war, be- 
stitigen, daB TumoreiweiBstoffe in gréBerer Menge Aminosiiuren 
ider d-Reihe enthalten als Proteine normaler Zellen, dann miibte 
ler Frage nachgegangen werden, ob nicht vielleicht in jenen neben 
lormal* zusammengesetzten Proteinen solche vorhanden sind, die 
‘bei der Hydrolyse im wesentlichen d,l-Aminosiuren liefern. Nicht 
auBer acht lassen darf man insbesondere beim Befund von d,1l-Glut- 
aminsiure in Hydrolysaten von Proteinen die seinerzeit von Emil 
Fischer?) gemachte Feststellung, wonach bei der Benzoylierung 
optisch reiner Glutaminséure Racemisierung erfolgt. 
Kmil Abderhalten und G. Caesar‘) konnten diese Beobachtung 
bestiitigen. Es ist an sich iiberraschend, daB bei der so milden 
Bedingung der Gewinnung von Benzoyl-glutaminsiure ein ganz 
erheblicher Teil 1- baw. d-Aminoséure in die d,l-Form iibergeht*). 





*) Die beiden genannten Autoren haben in der in Frage kommenden 
Arbeit in einer FuBnote (S. 200) sich in einer Weise geiuBert, die leicht 
21 MiBbverstiindnissen AnlaB geben kann. Sie schreiben: ,,[hr Hinweis auf 
ie partielle Racemisierung der Glutaminsiiure bei der Benzoylierung ist 
in diesem Zusammenhang hinfiillig, da wir derartige Reaktionen fiir 
uusere Zwecke von vornherein als unbrauchbar ansahen und bei unseren 





954 Emil Abderhalden und Rudolf Abderhalden, 


Ks ist zum Vergleich Chloracetyl-l-glutaminsiure hergestel|; 
worden. ‘Trotzdem die Kuppelung in einem stirker alkalische; 
Milieu erfolgte als bei der Benzoylierung, trat keine Racemisierung 
ein. Im AnschluB an diesen Befund ist darauf hingewiese; 
worden [%), a. a. O.], daB méglicherweise das Auftreten voy 
d,l-Glutaminsiiture bei der Hydrolyse von Proteinen (das gleiche 
gilt vielleicht auch fiir andere Aminosiuren) in Beziehung zu einer 
besonderen Bindungsart im Kiweif stehen kénnte, d. h. daB primir 
1-Glutaminsiure vorhanden sein kénnte. Auf eine solche Méglich. 
keit haben auch F. Kégl und H. Erxleben‘) hingewiesen. 

Der Befund von Kégl und Erxleben, wonach d-Aminosiurer 
Eiweibbausteine sein kénnen, hat zwangsliufig zu der Frage ge. 
fiihrt, ob in Zellen, Geweben undim Blut Fermentsysteme 
vorhanden sind, die auf Polypeptide eingestellt sind, in 
denen d-Aminos&uren eingebaut sind. Daf das Vorhanden- 
sein von solchen den fermentativen Abbau von Polypeptiden an 
sich nicht zu stéren braucht, haben Untersuchungen ergeben, die 
im hiesigen Institut durchgefiihrt worden sind*). MaBgebend ist 
offenbar die Stellung der d-Komponente im Polypeptidmolekiil 
Emil Abderhalden und G. Caesar’*) haben festgestellt, daf in 
der Leber Fermente vorhanden sind, die Glycyl-d-norleucin 
und Glycyl-d-isoleucin zu spalten vermégen, und zwar gleich- 
giiltig, ob das genannte Organ von einem normalen Tier abstammte, 
oder ob zur Gewinnung der Fermentlésung Leber-Carcinom vom 
Mensch Verwendung fand. Blutserum dagegen griff keines der 
beiden genannten Dipeptide an. Dieselben Verbindungen, in 
denen die entsprechende ]-Aminosiiure vorhanden war, wurdet 
dagegen hydrolysiert. Véllig unabhingig von diesen Untersuchungen 
haben Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer’) bei An- 
wendung von d,l-Leucyl-glycin, d,l-Glutaminyl-glycin und 


stereochemischen Analysen nicht anwandten“. Wer unsere Arbeit nicht 
kennt, kénnte den Eindruck erhalten, als hitten wir den Befund von race- 
mischer Glutaminsiiure von seiten von Kégl und Erxleben auf das av 
gewandte Verfahren der Isolierung bezogen. Davon ist jedoch in der Arbeit 
des einen von uns (E. A.) und G. Caesar*) keine Rede. Der S. 300°) be- 
findliche Satz: ,,Es muB an die Méglichkeit gedacht werden, daB der Be: 
fund von d,1-Glutaminsiiure bei der Hydrolyse von Eiweif auf die Art der 
Bindung von Anteilen dieser Aminosiiure in diesem zuriickzufiihren ist“, zeigt 
mit aller Deutlichkeit, welche Schliisse aus dem Befund der Entstehung vo 
Racemkérper bei der Benzoylierung von Glutaminsiiure gezogen worden sind. 

*) Vgl. die entsprechende Literatur bei*). Hier sind auch die in Frage 
kommenden Polypeptide angefiibrt. 
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dl-Glutaminyl-glycinathylester festgestellt, daB bei An- 
wendung von Carcinom-Serum die Spaltung 50°/, iiberschritt. Sie 
schlossen daraus, daB auch der d-Anteil des Racemkérpers auf- 


gespalten worden war. Es haben ferner Ernst Waldschmidt- 
| Leitz, Karl Mayer und R. Hatschek®, allerdings ohne Belege, 
mitgeteilt, daB optisch aktive d-Polypeptide ausschlieBlich von 


Carcinomserum zerlegt-werden. H. Bayerle und F. H. Podloucky’‘) 
konnten die Ergebnisse der genannten Forscher bei Anwendung 
yon d-Leucyl-glycin und d-Leucyl-glycyl-glycin nicht be- 
stiitigen*) Auch H. Herken und H. Erxleben‘) haben unter 
Anwendung von d,l- und d-Leucyl-glycyl-glycin gepriift, ob 
das Serum von Geschwulstkranken im Gegensatz zu normalem 


' Serum d-Polypeptidasen aufweist. Diese Forscher fanden bei An- 


wendung von Serum von Carcinomtrigern (mit einer Ausnahme) 
stets eine gewisse Spaltung der erwihnten Tripeptide. Da der 
Umfang der festgestellten Spaltung geringfiigig war, wiesen die 
venannten Autoren das abgespaltene d-Leucin mittels d-Amino- 


| siureoxydase nach. 


Kirzlich haben Hans von Euler und B. Skarzynski”) 


' unter Kinhaltung der von Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern 
' angegebenen Versuchsbedingungen beobachtet, daB Serum von 
' carcinomkranken Menschen d,l-Alanyl-glycin zu spalten vermag. 
| Die Zahl der mitgeteilten Fille betrigt 5. Zwei davon ergaben 
| 50°/, wesentlich iiberschreitende Hydrolyse von d,l-Alanyl-glycin, 
bei einem Fall betrug die Hydrolyse 52° 
ein als d(—)-Glutaminsiurepeptid von Bruckner bezeichnetes 
| Polypeptid verwendet. In den tibrigen Fillen blieb die Spaltung 
_wesentlich unter 50°/,. Serum von normalen Individuen (5 Fille 
| mitgeteilt) spaltete in zwei Fiillen d,l-Alanyl-glycin iiber 50 °/,**). 


/,». Hier wurde als Substrat 


Wir haben die oben erwihnten Versuche von Emil Abder- 


'halden und G. Caesar’) fortgesetzt, und zwar von der Erfahrung 
| ausgehend, daB ein negativer Ausfall von Fermentversuchen bei 


Anwendung von bestimmten Substraten nicht verallgemeinert 


} werden kann. Es besteht an sich kein Widerspruch zwischen 


*) Vgl. hierzu die Stellungnahme von E. Waldsechmidt-Leitz u. 
Rh. Watsehek, Diese Z. 264, 196 (1940); J.S. Fruton, G. W. Irving u. 


| M. Bergmann [{J. of Biol. Chem. 132, 467 (1940)] konnten dagegen d-Pepti- 


dasen bei Vorhandensein von Carcinom feststellen. 
“*) Interessanterweise spaltete Serum von Jensen-Sarkom-Ratten 


(-Dipeptide nicht. Das gleiche gilt von solehem yon Kaninchen, die Brown- 


Pearee-Careinom aufwiesen. Auch Extrakte aus diesen Tumoren griffen 
(Substrate nicht an. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 18 











Emil Abderhalden und Rudolf Abderhalden, 


Tabel 


Pro Ansatz wurden angewandt: 2,5 ccm einer '/,)-molaren Polypeptidstandardligy 
jeweils 2 ccm unter Zusatz von 40 cem absolutem Alkg 











Name Klinische Diagnose 
M. F. Portio-Ca 

M. W. Portio-Ca 

A. W. Reetum-Ca . 

M. H. Portio-Ca 

M. S. Portio-Ca 

T. M. Portio-Ca 

* Seh Portio-Ca 

ve Clitoris-Ca . 

= 4 Portio-Ca 

M. H Portio-Ca —_ 
; | 4 Portio- u. Cervix-Ca . 
a ® Portio-Ca 

M. H Portio-Ca 

W. J Portio-Ca, Diabetes . 
M. B. Portio-Ca 

K. E. Uterus-Ca . -_ 
ae Recidiv nach Uterus-Ca 
D>. 5. Magen-Ca . 

M. K. Reectum-Ca. 

E. K. Bronchial-Ca . 

F. A. Myelomatose . 

J. W. Mamma-Ca. 

H. M. Rectum-Ca . 

A. E. Portio-Ca 

| a 2 Portio-Ca 

L. Seh Portio-Ca 

K. H Magen-Ca . . 

ae Bronchial-Ca . 

Fr. S. Magen-Ca . 

W. Z. Reetum-Ca. 

E. H. Uterus-Ca . 

W. Sch. | Portio-Ca 

E. K. Portio-Ca 

= Magen-Ca . 

H-S. Magen-Ca . 

:. Uterus-Ca . 

A. Hi. Magen-Ca . . 

>. aa Bronchial-Ca . 

L. St. Rectum-Ca . 

L. B Magen-Ca . 


E. Sch. 





Magen-Ca . 
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m m 5-Phosphatpufferlésung (py=7,8) und 1,5 cem Serum. Titriert wurden 
0,5 cem einer 1°/,igen alkoholisechen Phenolphthaleinlésung 
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Tabe 


Vy TT; , I¢ ‘ , » 5 4 e o ae 
Pro Ansatz wurden angewandt: 2,5 cem einer '/,)-molaren Polypeptidstandardlig 
jeweils 2 cem unter Zugabe von 40 cem absolutem Ajj 

















iH d 
: 5 | d-Leueyl-glyeyl- | d-Alany]-giy 
a glycin elycin 
Name Klinische Diagnose 5 BL — 
=“ | Aciditiits- | Spal- | Aciditiits. 4 
= & | Zuwachs | tung | Zuwachs 
- in eem i in ccm 
& f Ischalgie. 24 —0,05 0,00 
A. K. Neurasthenie . 24 +0,05 +(),055 
O S. Gastritis . 20 —(),05 —(0,05 
28 0,00 +-Q.Q5 
H. G Gastritis . 24 0,00 0,00 
A. K Hyperthyreose 24 +-(0,40 +-(),30 
24 +(),35 4-(),30 
24 +0,45 +(),35 
28 +(0,40 +-(),30 
O. G Gastritis. 23 0,00 0,00 
P. Gieht . ‘ ; 24 0,00 —(),05 
A. W. Chron. Meteorismus . 2 +(),05 0,00 
. ws Mitralvitium 24 +-0,10 +(),05 
OF Lebercirrhose 24 — 0,05 0,00 
28 0,00 — 0,05 
O. Hi. Gastritis . 24 —(,10 0,00 
O. E. Angina pectoris 28 0,00 — 0,05 
W.S Basedow. 24 0,00 +015 
W. H. Myocarditis 24 — (0,05 0,00 
GW, Vegetative Neurose . 2 0,00 4-0),05 
W. K Rheumatismus 28 —(0,05 0,00 
K. M. Chlorgasvergiftung 28 0,00 +0,05 
A. K. Arthritis, Diabetes 24 —(),05 0,00 
J. tt. Lebercirrhose 26 0,00 0,00 
E. SS. Thyreotoxikose . 26 — 0,05 0,00 
eR Lebercirrhose 24 0,00 — (0,05 
G. HM. Angina pectoris. 24 —0,05 0,00 
. a. Diabetes mellitus . 24 +-(),05 
.. Asthma bronchiale 24 —(),10 — 0,05 
.. Bs. Lungentuberkulose 24 0,00 +0,05 
Ae A Versehlubikterus 26 — 0,05 0,00 
K. Z. Angina pectoris. 48 — 0,05 0.00 
P. ht. Aktinomykose 18 0,00 0,00 
K. K. Nephritis o 4 48 —0,05 +0,05 
O. S. Diabetes mellitus . 18 —0,10 
E. G. Isehias a 48 0.00 
E. M. Diabetes mellitus . 24 — (0,05 — 0,00 
25 0,00 
O. W. Asthma bronchiale 25 0,00 0,05 
fF Diabetes mellitus . 48 —(),10 
yo Nephritis 48 —0,05 —(,10 
\. K. Adipositas . 25 0,00 
0./%. Polyarthritis 26 0,00 0,00 
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Tabells 
i Any 
= § | d-Leucyl-glyeyl- | d-Alanyl-g) 
oS glyein glycin 
Name Klinische Diagnose se - i ~ 
SV | Aciditiits- | Spal- | Aciditiits- 4 
5.2 | Zuwachs | tung | Zuwacehs , 
> incem | in°/,| in cem j 
38. J. Sch. Ischias 22 — 0,05 | 
39. W. K. Herzneurose . 48 0,00 | +0,05 
40. N. J. Bronchitis . 48 —0,05 | 0,00 
41. G. St. Uleus ventriculi. 48 0,00 | +0,05 
42. A. F. Gastritis . bis 48 0,00 | 0,00 
45. N.S, Diabetes mellitus . 48 +0,05 
44, W. K. Polyarthritis . 24 —(0,05 | 
45. H. 8. Lebercirrhose 24 0,00 +005 
46. W. K. Chron. Nephritis ; 24 +(),10 +015 
47. W. C Sepsis lenta ..... 24 +0,10 | 
48. J. M. Angina pectoris. . . . 26 0,00 | 
49. W.S Diabetes mellitus. . . 26 — 0,05 | 0,00 


dem Befund, da8 Carcinom-Serum Glycyl-d-norleucin und Glycy!- 
d-isoleucin nicht zu spalten vermag und der Feststellung von 
Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, daB d,l-Leucyl-glycin 
und d,l-Leucyl-glycyl-glycin angegriffen werden. Das _ erstere 
Dipeptid, namlich d,l-Leucyl-glycin, wurde von dem einen von 
uns und G. Caesar’) auch angewandt. Eine Hydrolyse fand je- 
doch nicht statt. 

Wir verwendeten zu unseren Versuchen d-Leucyl-glycyl- 
glycin, 1-Leucyl-glycyl-glycin, d-Alanyl-glycyl-glycin, 
l-Alanyl-glycyl-glycin, Glycyl-d-leucin, Glycyl-l-leucin, 
d-Alanyl-l-tryptophan und 1]-Alanyl-l-tryptophan. Wi 
legten bei der Darstellung der optisch-aktiven Polypeptide den 
erdBten Wert auf optische Reinheit. Es ist klar, daB, wenn eit 
optisch-aktives Polypeptid etwas Racemkérper enthilt, eine ge- 
ringfigige Hydrolyse desselben nicht beweist, da® der d-Anteil der 
Verbindung zur Spaltung gekommen ist. Der Umstand, dab 
normales Serum ein solches Substrat nicht angreift, wéihrend 
Carcinom-Serum es, wenn auch nur in geringem Umfang, hydro- 
lysiert, kann mit einiger Wahrscheinlichkeit im Sinne eines At- 
criffs auf den d-Anteil gedeutet werden. Es kénnte aber auch 


sein, daB das Carcinom-Serum an sich stirker spaltend wirkt als 
Normalserum. Diese Bemerkungen haben nur den Sinn, die 
Forderung zu begriinden, in Mitteilungen iiber Versuche ml 
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: optisch-aktiven Polypeptiden durch Angabe des Drehungsver- 


mégens und eyvtl. weiterer Belege den Beweis zu fiihren, daB die 
angewandten Substrate optisch einheitlich waren. Wir haben 
d-Leucyl-glycyl-glycin und d-Alanyl-glycyl-glycin mit 
25°/,iger Schwefelsiure hydrolysiert und d(+)-Leucin und 
d(—)-Alanin isoliert. Das Drehungsvermégen beider Aminosiiuren 
war nur ganz geringfiigig (um 0,3°) gegeniiber demjenigen der 
entsprechenden Aminosiuren, von denen wir bei der Synthese 
der ‘l'ripeptide ausgegangen waren, vermindert. 

Insgesamt wurde Serum bzw. Harn von 41 Fillen von Carcinom 


_ (Tab. 1) und von 49 Personen untersucht, bei denen kein Tumor fest- 
p cestellt war(Tab.2). Mit Ausnahme eines einzigen Falles (Nr.5. A. K.) 
| fand bei Nichtcarcinomtrigern keine Spaltung eines d-Di- oder 
| Tripeptids  statt. 
_demselben Ergebnis untersucht wurde, eine Hyperthyreose vor. 
| Interessanterweise enthielt der Harn dieses Patienten Proteinasen, 
| die Carcinom-Substrate abbauten. 
| nit gréBter Sorgfalt und mit verschiedenen Carcinom-Substraten 
| durchgefiihrt. 
strat aus Leber-Metastasen. 
| gestellt.] Bei den Carcinomtragern fanden wir 9 mal Abbau von 
| d-Leucyl-glycyl-glycin und von d-Alanyl-glycyl-glycin. Glycyl- 
' d-leucin wurde in keinem einzigen Fall hydrolysiert. Das gleiche 


[Es lag bei dem Ausnahmefall, der 4mal mit 


Die A.-R. wurde wiederholt 


Zum Abbau gelangte Magen-Carcinom und Sub- 
Klinisch wurde kein Carcinom fest- 


l-trypto- 
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gilt von d-Alanyl-l-tryptophan, withrend ]-Alanyl-l-tryptophan, 0 
oft es angesetzt wurde, zu einem positiven Befund fihrte. Bei Ver- 
wendung von Glycyl-l-leucin, 1-Alanyl-glycyl-glycin und 1-Leucy). 
glycyl-glycin wurde in allen Fillen, in denen auf Spaltung gepriiti 
wurde, eine Hydrolyse festgestellt. Charakteristische quantitative 
Unterschiede im Umfang der Polypeptidaufspaltung zwischen 
Serum von Carcinomtrigern und Nichtcarcinomtrigern waren |); 
Verwendung von I-Substraten nicht feststellbar. Innerhalb beider 
Gruppen fanden sich hinsichtlich des l-Polypeptidasegehaltes ganz 
erhebliche Unterschiede. So schwankte z. B. der Hydrolysegrad 
des am Oftesten zur Verwendung gelangenden Glycyl-l-leucins 
zwischen 22,5 und 100°/,. Dagegen scheint der Gehalt des Serums 
an 1-Polypeptidasen und, wo solche nachweisbar waren, auch an 
d-Polypeptidasen bei ein und derselben Person sehr konstant zu 
sein, wie wiederholt durchgefiihrte Bestimmungen ergaben. 

In zwei Fillen trockneten wir d-polypeptidasehaltiges Serum 
bei Zimmertemperatur im Vakuum-Exsiccator und stellten dann 
einige Wochen spiter aus dem ‘T'rockenpulver Glycerinausziige 
her. Diese zeigten dieselbe Fermentaktivitit wie das frische Seruw 
(Tab. 3). 

Tabelle 3 
Pro Ansatz wurden angewandt: 2,5 cem einer '/,)-molaren Polypeptidstandard- 
lésung, 1,0 eem m/5-Phosphatpufferlésung (py = 7,8) und 1,5 cem Glycerin- 


extrakt. Titriert wurden jeweils 2 cem unter Zugabe von 40 cem absolutem 


Alkohol und 0,5 eem einer 1°/,igen alkoholischen Phenolphthaleinlésung. | 














Ansatz mit: 
2 = 

© § d-Leucyl- d-Alanyl- |  Glyeyl- 

Tiatenho 2S | glycyl-glycin glycyl-glyein | —_|-leucin 

Name Dj | aeons eee gear a CN Oe “ES 
lagnose m 2 a8 7, 7 E- s .o|.s8l/a- 
se ie SO] SS! o/| S~iep So] s> 

Sa SSolS° | Beso a 3 8 oO) Se 
aiaqa|/SFliasale8 |asaq! 35 

N'" | 2 N m | N v9 

5. A. K.] Hyperthyreose}] 26 | + 0,40 20,0 | + 0,35] 17,5 + 0,80) 40 
13. H. H.| Portio-Ca ...] 26 | + 0,40; 20,0 | + 0,40; 20,0 + 0,95| 47,: 


SchlieBlich versuchten wir, d-Polypeptidasen auch im 
Harn nachzuweisen. Es gelang in der Tat, zu zeigen, dab 
Personen, die im Serum d-Polypeptidasen aufwiesen, solche auch 
mit dem Harn ausschieden, wihrend der Harn von Personet, 
bei denen dies nicht der Fall war, nur geringe Mengen von 
l-Polypeptidasen enthielt (Tab. 4.). 
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Aus unseren Versuchsergebnissen geht hervor, dai zwar 
j-Polypeptidasen offenbar nur im Serum von Carcinomkranken 
srkommen, daB dies aber nur in etwa 25°/, der Fialle zutritit. 

; k ™ 0. 
Die sichere Feststellung einer Krebserkrankung ist daher unter den 
angewandten Versuchsbedingungen und der verwendeten Methode zur 
Feststellung der Anwesenheit von d-Polypeptidasen nicht méglich. 
Tabelle 4 
yo Ansatz wurden angewandt: 3 ccm einer '),-molaren Polypeptidstandard- 
sung, 1,5 cem m,5-Phosphatpufferlésung (p,;, = 7,8) und 10,5 cem Harn 
Tiriert wurden jeweils 6 cem unter Zusatz von 120 cem absolutem Alkohol, 
und 1 cem einer 1°/,igen alkoholischen Phenolphthaleinlésung. 





; a 
Ansatz mit: SS & 
a 
ii d-Leueyl- d-Alanyl- Glycyl- ae 
“oo a = et SS 
Y oi glycyl-glycin! glycyl-glycin l-leucin a 25. 
r\y* -« 1 8 _- — be 
” Klinisehe | 4 & | Ot F 
ame : es ae Pp _ = ™ ro iy 
‘ : ml 'e TR i; & 0 nn | - gy Tt. ne ay 
Diagnose ae 22 | # : 83 q/ ¥ (236 co arf fen 
- Se zeae lte ea ite Sales Ss 
SEAS SER a Sek an (gea 
AN “|n~m |an"!a aN a = 
| 7 — 2 —_ 
\3. M. H.| Portio-Ca | 24 }+ 0,90) 15 |+ 0,60); 10 +2.10| 35 4. 
fli Portio-Ca a Sa OF 
uN. H. | Eortio-Call o4 [4 0,60) 10 |+ 0,75) 12,5) + 0,00 is 
Diabetes | 
; . Hyper- ‘ -— |, now! 19% ‘ 
AK. | Hyper WU o4 14090! 15 |+0,75! 125! +120! 20 | 4+ 
thyreose | | 
ll. O. H. | Gastritis 24 }|+ 0,00 i) + 0,05 + 1,80; 30 














Experimenteller Teil 

Die Substrate: d-Leucyl-glycyl-glycin, l-Leucyl-glyecyl-gly- 
in, d-Alanyl-glycyl-glycin und 1]-Alanyl-glycyl-glyein wurden 
lueh Kuppeln von d- bzw. 1-a-Bromisocapronylchlorid und d- bzw. 
-«-Brompropionylehlorid mit Glycyl-glycin und nachfolgende Aminierung 
nit 25°/,igem wiBrigem Ammoniak dargestellt. In entsprechender Weise 
efolete die Herstellung von Glycyl-d-leucin und Glycyl-l-leucin 
lurch Kuppeln von Bromacetylchlorid mit d- bzw. ]-Leucin. d-Alanyl- 
‘tryptophan und 1]-Alanyl-l-tryptophan wurden nach den Angaben 
vn E. Abderhalden und K. Kempe”) synthetisiert. Siimtliche Poly- 
peptide waren analysenrein. Fiir [«}7°° der Lésung in Wasser wurden 
‘llvende Werte gefunden: 


d-Leucyl-glyeyl-glycin - - +--+ ++ + — 43,1° 
]-Leucyl-glyeyl-glycin - - +--+: - +--+ + 43,8° 
d-Alanyl-glyeyl-glyein - - +--+: - + + —31,2° 
l-Alanyl-glyeyl-glycin - +--+: ++ + + 30,6° 
Glycyl-d-leucin - ---+-+-+++-+ ++ —35,2° 
Glyeyl-l-leucin - +--+ ++ +++ + + +305,0° 
d-Alanyl-l-tryptophan -------+ + —30,4° 


]-Alanyl-l-tryptophan- - - -- +--+ + + —19,0°% 
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Ansitze. Pro Ansatz wurden angewandt 2,5 cem einer 1/,.-molarey 
Polypeptidstandardlésung, 1 cem einer '/,-molaren Phosphatpufferlésung unq 
1,5 cem Serum. Bei den Substrat- und Serumkontrollen wurden an Stell 
des Serums 1,5 cem H,O bzw. an Stelle der Polypeptidlésung 2,5 cem H,() 
zugesetzt. Titriert wurden jeweils 2,0 cem unter Zusatz von 40 cem 4h 
solutem Alkohol und 0,5 ccm einer 1°/,igen alkoholischen Phenolphtha. 
leinlésung mit n/20-alkoholischer KOH. Bei den in den Tabellen wieder. 
gegebenen Zahlen ist der Acidititszuwachs bei den Substrat- und Serum. 
kontrollen bereits beriicksichtigt. Hierzu sei bemerkt, daB bei dey 
Substratkontrollen niemals eine Aciditiitszunahme beobachtet wurde. Be; 


den Serumkontrollen war entweder keine Aciditiitsiinderung oder und 
das war in der Mehrzahl der Fille der Fall — eine Aciditiitsabnalhme 


um 0,05—0,10 eem vorhanden. 

Die Ansiitze mit d- bzw. |-Alanyl-l-tryptophan wurden so vorgenommen, 
daB zu 0,5 cem Serum 0,5 cem einer '/,,-molaren Dipeptidstandardlisung 
und 0,25 cem einer '/,-molaren Phosphatpufferlésung hinzugefiigt wurden, 

Bei den Ansiitzen mit Harn gelangten pro Ansatz zur Anwendung 
3 cem einer '/,-molaren Polypeptidstandardlésung, 1,5 cem einer '/;-molaren 
Phosphatpufferlésung (py, = 7,8) und 10,5 cem Harn, der zuvor mittels 
n-HCl bzw. n-NaOH auf ein py, von etwa 7,0 eingestellt worden war. Zur 
Verhinderung von Bakterienwachstum wurden ferner einige Tropfen Chloro- 
form hinzugefiigt. Titriert wurden jeweils 6 cem unter Zusatz von 120 com 
absolutem Alkohol und 1,0 ccm einer 1°/,igen alkoholischen Phenolphtha- 
leinlésung mit n/20-alkoholischer KOH. 

Trockenserum wurde durch Eintrocknen von Serum in Petrischalen 
im Vakuumexsiceator tiber Schwefelsiiure und Phosphorpentoxyd gewonnen. 
Fiir die Priifung auf Fermentaktivitiit wurde es fein gepulvert, mit 
87°/,igem Glycerin intensiv verrieben und 4 Stunden bei 37° auf bewahrt. 
Darnach wurde zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit fiir die An- 
siitze verwandt, die im iibrigen wie die mit Serum vorgenommenen 21 
sammengesetzt waren. Die Menge an Glycerin, die zur Extraktion benutz 
wurde, entsprach dem Volumen des Serums vor dem Eintrocknen. 

Riickgewinnung von d-Leucin und d-Alanin aus d-Leucy!- 
glyeyl-glycin und d-Alanyl-glycyl-glycin. 1 g d-Leucyl-glycy!- 
glyein ([]3°° = — 43,1°) wurde in 75 cem 25 °/,iger H,SO, gelést und 
10 Stunden lang am Riickflubkiihler gekocht. Nach Entfernung der Schwetel: 
siiure mit Ba (OH), wurde auf dem Wasserbad eingeengt. Das auskrystalli- 
sierende Leucin wurde abgenutscht und noch einmal aus Wasser wn: 
krystallisiert. [0]?9 = — 15,3° in 20°/,iger HCl. Das d-Leucin, von dem 
bei der Synthese ausgegangen wurde, besaB eine spezifische Drehung 
von — 15,6°. 

15g d-Alanyl-glyeyl-glycin wurden in 80 cem 25° ,iger H,S0, 
10 Stunden lang am Riickflubkiihler gekocht. Nach Entfernung der H,S0. 
mittels Ba(OH), wurde im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riick 
stand wurde mit etwa 200 cem, absolutem Alkohol iibergossen, der dann 
mit gasférmiger HCl gesiittigt wurde. Darnach wurde im Vakuum aut ° 
des urspriinglichen Volumens eingeengt. Vom iiber Nacht beim Stehen im 
Kiihlschrank ausgefallenen Glykokollesterchlorhydrat wurde abfiltriert und 
die Veresterung noch einmal wiederholt. Nachdem auf diese Weise alles 
Glykokoll entfernt worden war, wurde das Filtrat im Vakuum unter wieder 
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-holter Zugabe von Alkohol eingedampft. Nun wurde in wenig Alkoho! 
| aufgenommen, 100 cem Ather hinzugefiigt und dann zur Uberfiihrung des 
\laninesterchlorhydrates in den freien Ester unter Eiskiihlung bis zur 
F Sitticung NH, eingeleitet. Es wurde vom ausgefallenen NH,CI abfiltriert, 
' mit NaSO, durchgeschiittelt, erneut filtriert, der Ather abgedampft und 
' der Alaninester im Vakuum destilliert. Nach Verseifen des Esters durch 
q Kochen mit Wasser wurde das d-Alanin durch fraktionierte Krystallisation 
F cewonnen. [oe]? = — 13,9°, gelést in 20°/,iger Salzsiiure. Die spezifische 
| Drehung des 1-Alanins, von dem bei der Synthese des Polypeptids aus- 
' cegangen wurde, betrug + 14,2°. 


Zusammenfassung 
In Bestitigung der zuerst von Waldschmidt-Leitz und 
Mitarbeitern festgestellten Hydrolyse von bestimmten d-Poly- 


' peptiden durch Serum von Carcinomtriigern wurde bei Verwen- 
dung von Serum von 41 Fallen von an Carcinom erkrankten 
| Personen 9 mal Spaltung von d-Leucyl-glycyl-glycin und 
d-Alanyl-glycyl-glycin beobachtet. Es wurde ferner Serum von 
49 Nichtcarcinomtraigern auf das Spaltungsvermégen von d-Poly- 
| peptiden untersucht. Mit Ausnahme eines einzigen Falles, bei dem 
' jedoch die Abwehrferment-Reaktion positiv ausfiel, wurde kein posi- 
tiver Befund erhoben. Nicht bestitigen kénnen wir, daB, wie Wald- 


schmidt-Leitz und Mitarbeiter mitgeteilt haben, das Vorkommen 
von d-Polypeptidasen im Serum von Carcinomtrigern ein regel- 


' miBiges ist. Glycyl-d-leucin und d-Alanyl-l-tryptophan 
' wurden von Carcinomserum in keinem einzigen Fall gespalten. 
|-Alanyl-l-tryptophan, Glycyl-l-leucin, l-Alanyl-glycyl- 


glycin und |l-Leucyl-glycyl-glycin wurden in allen Fillen 
hydrolysiert. 
Bringt man d-polypetidasehaltiges Serum bei Zimmer- 


}temperatur im Vakuum-Exsiccator zur Trockne, dann 
' bleibt die Fermentwirkung erhalten. Weist das Serum 
'd-Polypeptidase auf, dann 1a8t sich diese auch im Harn 
/ hachweisen. 


Literatur 
|. Vel. die letzte Mitteilung, Diese Z. 264, 198 (1940). 
2. Ber. chem. Ges. 32, 2451 (1899). 
3. Fermentforsch. 16, 299 (1940). 
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‘. Diese Z. 264, 251 (1940). 
4. Arch. for Kemie usw. 14 B, Nr. 3 (1940); vgl. auch 14.5, Nr. 2. 
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Zur Kenntnis der Schlangengifte ’) 
Von 


Fritz Micheel und Hans Emde 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Universitit Miinster [Westf.}) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1940) 


von schwefliger Saure bzw. Sulfit auf das Gift der Naja tripudian: 
(indische Cobra) eine schnelle Inaktivierung der Giftwirkung, ins- 
besondere der neurotoxischen Komponente, eintritt. Die Geschwin- 
digkeit der Inaktivierung ist stark von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration abhangig, derart, dab sie mit zunehmender Aciditat be- 
deutend ansteigt®). Es ist seit langem bekannt und naher unter- 
sucht*), daB Cystinbindungen durch Sulfit aufgespalten werden. 
Da aber die S-S-Bindung im Cystin®) und seinen Derivaten oder 
in analogen Disulfiden mit steigendem pu-Werte, also abnehmen- 
der Aciditét schneller anfgespalten wird, wurde gefolgert®), dab 
die Inaktivierung des Giftes mit schwefliger Séure keine Aufspaltung 
von S-8-Bindungen sein kénne, die als Cystingruppe in die pro- 
sthetische Gruppe des Neurotoxins des Najagiftes eingebaut seien, 
wie dies von anderer Seite*) angenommen wird. In Ubereinstim- 
mung damit steht die Feststellung, daB das Neurotoxin des Naja- 
giftes nicht wesentlich durch Sulfhydrylverbindungen (H,S, Cystein, 
SH-Glutathion) inaktiviert wird’), so, wie es etwa bei dem Cystin- 
reste enthaltenden Insulin*) der Fall ist. 

1) XII. Mitteilung; XI. Mitteilung Ber. chem. Ges. 72, 1724 (1939). 

*) Micheel, Dietrich u. Bischoff, Diese Z. 249, 157 (1937). 

3) Micheel u. Bode, Naturw. 26, 298 (1938); Ber. chem. Ges. 7], 
2653 (1938). 

4) Clarke, J. of Biol. Chem. 97, 235 (1932), vgl. auch Schéberl, 
Ber. chem. Ges. 70, 1422 (1937). 

5) Schéberl u. Krumey, Ber. chem. Ges. 71, 2367 (1938). 

6) Slotta u. Mitarbeiter, Ber. chem. Ges. 71, 1082, 1623 (1938). 

*) Micheel u. Schmitz, Ber. chem. Ges. 71, 703, 1446 (1938). 

8) Miller u. du Vigneaud, J. of Biol. Chem. 118, 101 (1937). 
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Bei der Kinwirkung von Natriumbisulfit auf das Gift der Naja 
tripudians bei einem px von etwa 4,5 entstehen im wesentlichen 
gwei Produkte: 1. in der Hauptmenge ein in Wasser nahezu un- 


| jéslicher, hochmolekularer Stoff*), 2. ein in Wasser leicht léslicher, 
' niedrigmolekularer, krystalliner Stoff. Die Reinigung des letzteren, 
‘fir den friher®) eine vorliufige Bruttoformel angegeben wurde, 
| stieB wegen seiner ungiinstigen Léslichkeitseigenschaften und wegen 
' der geringen Menge, in der er erhalten wird, auf gréBte Schwierig- 


keiten. 


Wir haben deshalb die Inaktivierung des Neurotoxins!®) aus dem 


' Cobragifte mit waBriger H,SO, (px = 2,0) naher untersucht. Dies 
bot den Vorteil, daB die Inaktivierung schneller verliuft, anderer- 


seits Na-Ionen die Aufarbeitung nicht erschweren"). 


Zum Vergleich wurden |-Cystin, S-S-Glutathion und eine Reihe 


' yon EiweiBstoffen herangezogen, von denen bekannt ist und als 
 gesichert angenommen wird, daBb sie Cystingruppen enthalten: 
| Eieralbumin (kryst.), Insulin (kryst.) und als besonders schwefel- 
reiches EiweiB das krystallisierte Eiwei8 aus dem Milchsaft von 
| Antiaris toxicaria. Die Befunde, die im folgenden beschrieben 
' werden, zeigen, daB zwischen dem Schlangengift auf der einen Seite 
/und den anderen §-S-haltigen Stoffen auf der anderen Seite ein 
| crundsatzlicher Unterschied besteht. Beim Cystin, S-S-Glutathion 
F oder den untersuchten echten EiweiBstoffen sind es zweifellos 
_$-S-Bindungen, die durch die schweflige Saure analog wie durch 


Natriumbisulfit gespalten werden: 


(1) R—S—S—R + H,SO,= R—S—SO,H + R—SH. 


; Man erhalt Sulfosiuren, die bei der Hydrolyse mit Salzsiure- 
| Ameisensdéuregemisch zu Thiol und Schwefelsdéure hydrolysiert 
/werden. Am iibersichtlichsten lieB sich diese Reaktionsfolge am 
| Cystin selbst verwirklichen. Nach Einwirkung von schwefliger 
/ Sdure erhalt man unter den im Versuchsteil angegebenen Be- 
| dingungen ein Gemisch gleicher Teile von Cystein (I) und Cystein- 
| sulfosiiure (IT)22). 


®) Micheel u. Bode, Ber. chem. Ges. 71, 1302 (1938). 
10) Gereinigt durch Ultrafiltration und Dialyse. 
'l) Es ist friiher am Najagift gezeigt worden, daB bei py 2 unter den 


| angewandten Reaktionsbedingungen eine Saurehydrolyse und -inaktivierung 


des Giftes nicht eintritt. 


12) Bisher sind nur Salze dieser Saure bekannt*). 
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H NH, 


| | 
HOOC—C—CH,—S—S—CH,—C—COOH + H,SO0, 


| 
NH, H 


H H 
- HOOC—CH,SH 4 —00C—U—CH,—8—80,- H 
I NG, 4H, 7 
Letztere laBt sich nach Entfernung des Cysteins als Silbermercaptid 
in saurer Lésung in reiner, krystalliner Form (Schmelzp. 184—185" 
gewinnen*). Sie geht bei der Hydrolyse mit Salzsiure—Ameisensiiure 
in gleiche Mengen Cystein und Schwefelsiure iiber. Schweflige 
Sadure entsteht dabei nicht. Ganz analog verhalt sich bei der ent- 
sprechenden Reaktionsfolge das S-S-Glutathion, obgleich es bisher 
nicht gelungen ist, die zugehOérige Sulfosaure in reiner, krystalliner 
Form zu isolieren. Auch die EKinwirkung der schwefligen Saure auf 
die S-S-Gruppen der iibrigen untersuchten EHiweiBstoffe (Hier- 
albumin, Insulin und Antiaris-Hiwei8) verlauft grundsatzlich analog. 
In allen Fallen entstehen Umsetzungsprodukte, die bei der Hydro- 
lyse den aufgenommenen Schwefligsdiurerest als Schwefelsaure 
abgeben. Die dabei nach Gleichung 1 auftretende Menge an Thiol 
(colorimetrisch bestimmt) steht jedoch nicht in einem einfachen 
stéchiometrischen Verhaltnis zu der abgespaltenen Menge Schwefel- 
sdure. Dies kann nicht iiberraschen, wenn man die in friiheren 
Mitteilungen?!*) gemachten Feststellungen tiber das Auftreten von 
Thiolgruppen und anderen reduzierenden Gruppen bei der sauren 
Hydrolyse von EiweiBstoffen beriicksichtigt. Niemals wurde jedoch 
bei den genannten Stoffen die Bildung von schwefliger Siure 
beobachtet. Bemerkenswert sind noch die Unterschiede in den 
Léslichkeiten der Sulfit-Einwirkungsprodukte. Aus den in Wasser 
gut léslichen Eieralbumin und Insulin entstehen mit schwefliger 
Saure in der Hauptmenge Stoffe, die in Wasser sehr schwer léslich 
sind. Daneben werden in geringerer Menge in Wasser leicht lésliche 
Produkte erhalten. Ob es sich bei letzteren um abgesprengte niedrig- 
molekulare Bruchstiicke des nativen EiweiBmolekiils handelt, wie 
es fir das Schlangengift nachgewiesen werden konnte®) (siehe auch 


*) Dabei ergeben sich Anhaltspunkte dafiir, daB der Spaltung die 
Bildung einer verhaltnismaBig instabilen Verbindung aus 1 Mol. 1-Cystin und 
1 Mol. SO, voraufgeht. 

13) Micheel, Ber. chem. Ges. 72, 68, 397 (1939); Micheel u. Emde, 
Ber. chem. Ges. 72, 1724 (1939). 
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‘weiter unten) wurde bisher nicht untersucht. Abweichend von den 
}eiden genannten EKiweifstoffen bildet das in Wasser ziemlich schwer 
Nisliche, krystallisierte AntiariseiweifS bei der Kinwirkung von 
schwefliger Sdure ein in Wasser wesentlich leichter lésliches, 
amorphes Reaktionsprodukt, dies spaltet jedoch ebenfalls die ein- 
igetretene Sulfogruppe restlos als H,SO, ab. 

Grundsatzlich anders als diese untersuchten Eiweibstoffe ver- 


Ppilt sich nun das Neurotoxin aus Cobragift. Hs wird entsprechend 


en friheren Feststellungen*) bei px 2 durch schweflige Siure 
schnell semer Giftwirkung beraubt und bildet ein in Wasser schwer 
is unlésliches Produkt neben einem in Wasser leicht léslichen, 
iedrigmolekularen Spaltstiicke. Die Menge des Unldslichen ist von 
der Konzentration und der Dauer der Hinwirkung der H,SO, ab- 


hingig. Das Unléslichwerden ist offenbar nicht auf die Umsetzung 
der prosthetischen Gruppe mit H,SO., sondern auf die Aufspaltung 
| 20U3 4 


der sonst im Molekiil noch vorhandenen S-S-Bindungen zuriick- 
yufiihren, wie dies z. B. beim EKieralbumin oder Insulin der Fall ist. 
Dies ergibt sich auch daraus, da bei Umsetzung mit Sulfit 
(px 4,5—6), also unter Bedingungen, unter denen S-S-Bindungen 
kchneller gespalten werden, man das unlisliche Reaktionsprodukt 
Jeichter und in erheblich gréBeren Ausbeuten gewinnt; bei héheren 
ipu-Werten gewonnene Reaktionsprodukte enthalten auch mehr als 
'H,SO, abspaltbare Reste, wihrend die Menge der als SO, abspalt- 
ibhare Gruppe (vgl. unten) unverdndert bleibt. Ferner erhalt man 
bei nur kurzer Einwirkung (px = 2) und geringerer SO,-Konzen- 
tration ein inaktives, aber in Wasser noch lésliches Reaktions- 
produkt, da unter diesen Umstianden S-S-Bindungen kaum an- 
eoriffen werden. Da seine Abtrennung von dem niedrigmolekularen 
Spaltsticke nur durch Ultrafiltration méglich war, wurde meist 
durch langere Einwirkung und héhere H,SO,-Konzentration auf 
ie Gewinnung eines unléslichen Reaktionsproduktes hingearbeitet. 
Hinsichtlich der im folgenden beschriebenen Hydrolyse, die zur 
Abspaltung von SO, fiihrt, verhalten sich jedoch das lésliche wie 
das unlésliche Umsetzungsprodukt des Neurotoxins véllig analog, 
da offenbar die Reaktion der prosthetischen Gruppe mit H,SO, 
bei beiden gleichartig lauft. Das zweite Spaltstiick, eine niedrig- 
molekulare Saure, die wahrscheinlich dem friiher beschriebenen 
\atriumsalz°) entspricht, wurde bisher nicht krystallin gewonnen. 

Die in Wasser unldésliche Substanz ist durch ihr Verhalten bei 
ler Hydrolyse mit Salzsiure-Ameisensdure bemerkenswert. Hier- 
bei wird, im Gegensatz zu den iibrigen bisher in dieser Arbeit 
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beschriebenen Sulfitumsetzungsprodukten, ein betriachtlicher Tu, 


der in das Molekiil eingetretenen Schwefligsaurereste als Sch we fel. 
dioxyd abgespalten*). Daneben bildet sich ferner, analog den unte. 
suchten EiweiSstoffen und der Cystein-sulfosiure, Schwefelsiur 
Letztere riihrt sehr wahrscheinlich, wie bei diesen, aus durch Sulfi 
aufgespaltenen $-S-Bindungen her, die jedoch nicht, wie friihe 


miissen. Der als Schwefeldioxyd abspaltbare Schwefligsaureres 
auBerordentlich leicht durch SO,-Ion in saurer Lésung inaktivier 


eingetreten ist. Uber die Bindungsart dieses Restes lassen sich 
jedoch zunéchst nur Hypothesen aufstellen. Sofern es sich w 


den a-Oxy-sulfonsiuren (Aldehyd- und Keton-bisulfit-verbindull 
gen) durch eine benachbarte Atomgruppe beeinflubt sein. Da mit 
zunehmender Reinigung des Neurotoxins, wie in friiheren Mit 
teilungen gezeigt wurde, der Schwefelgehalt ansteigt, so ist mit de 


in der prosthetischen Geappe ist, die mit der schwefligen | Saure 
in Reaktion getreten ist. Dies bedarf jedoch einer london 
Untersuchung. Aus unseren Befunden ergibt sich erneut, und 1 


tripudians, und damit wahrscheinlich auch Neurotoxine andere 
Schlangengifte, nicht einfach aus den bekannten Aminosauren de 
ungiftigen EiweiBstoffe aufgebaut ist und seine Giftigkeit etwa 
einer Cystingruppe verdankt, wie dies von anderer Seite au: 
genommen wird® >), sondern dé 1B in dem Molekiile besondere strui: 
turelle Besonderheiten nach Art einer prosthetischen Gruppe vol 
liegen. 

Weitere Untersuchungen, auch an Modellsubstanzen, sollen 
uber diese Gruppe Auskunft geben. 

Alle durch Einwirkung von schwefliger Saéure (px = 2) bzv. 
Bisulfit (px = 4,5) erhaltenen Umsetzungsprodukte aus Neurotoxi 
von Naja tripudians, Gift von Bothrops alternata, Insulin, Hier 


*) Dies Schwefeldioxyd wurde bei friiher nach anderer Versuchsmethodik 
ausgefiihrten Hydrolysen nicht erfaBt [Micheel, Atti d. X. Congr. inter! 
d. Chim. 5, 123 (1938)]. 





muB8 jedoch in anderer Art gebunden sein, wie die Vergleiche mii 
den iibrigen untersuchten Stoffen zeigen. Da das Neurotoxin wf ‘* 


eine Sulfonséure handelt, sollte die C-S-Bindung, ahnlich wie if 


Moglichkeit zu rechnen, daB es eine schwefelhaltige Atomanordnungl ‘ 
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gezeigt wurde*), der prosthetischen Gruppe des Neurotoxins a). 
gehéren, sondern im Eiweibreste des Neurotoxins enthalten sei 


wird, so ist die Annahme naheliegend, daB dieser andersartig of 
bundene Sulfitrest derjenige ist, der in die prosthetische ona : 


Bestatigung der friiheren Ergebnisse, daB das Neurotoxin der Najiff 
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ther Ty i und Serumalbumin und AntiariseiweiB wurden nach der Hydrolyse 
hwetel. auf ihren Gehalt an Thiol, S-S-Bindungen, Sulfonséiuregruppen 
on unte. und andere reduzierende Stoffe untersucht, nach dem Verfahren, 
felsiiur|§ wie es in der XI. Mitteilung1) beschrieben wurde. Da sich aus den 
ch Sulfi{f Befunden jedoch noch keine einfachen Beziehungen ergeben, sei 
e frihelf yon der Wiedergabe der Daten zunachst abgesehen. 


XINS ane — ; 
Fir die Férderung der Untersuchungen sind wir der Deut- 


ten Sel q ° 

«  f schen Forschungsgemeinschaft (Roche- Fonds) und der 

aureres ee - ° » : 

iche mie Pima C. F. Boehringer u. Séhne, Mannheim, zu groBem Dank 
i ; 

toxin « verpflichtet. ‘ ‘ 

rktivierTE ersucne 

tig of Cystein-sulfosaure 

Gruppe In eine Suspension von 3,0 g 1-Cystin in 1000 ceom Wasser wurde unter 


sen sich " Biskiihlung SO, eingeleitet, bis das gesamte Material in Lésung gegangen war. 
sich un : Nach 72etiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde im Vakuum unter CO, 

. . |p abgedampft (Badtemperatur 25°), der krystalline Riickstand in 150 ccm ih 
Sila, © 00, gesittigtem Wasser aufgenommen, von etwa noch nicht umgesetztem 
bindun-F ' Cystin abfiltriert und mit 4 ccm n/1-H,SO, angesauert. Nun wurde das Cystein 
Da mit p mit Silberacetatlésung als Mercaptid ausgefallt, waihrend das Silbersalz der 


en Mite ' Cysteinsulfonsdure in Lésung verblieb. Nach dem Absaugen des Cysteinsilbers 
mit deri wurden aus der Lésung das Silberion mit H,S, das SO,-lon und etwa noch 
fF vorhandenes SO,-Ion mit Bariumacetat entfernt und sodann im Vakuum 
rdnung | abgedampft. Der krystalline Riickstand wurde mehrmals mit je 20 ccm abso- 
1 Siurell lutem Alkohol ausgezogen. Aus der alkoholischen Lésung fallt mit viel Ather 
shendey die Cystein-sulfosaure in farblosen Krystallen aus, die aus Alkohol—Ather 
und iy Ukrtystallisiert werden. 
er Nani Schmelzp. 184—185° (im Mikroapparat von Kofler). 
id | 4,750 mg Subst.: 3,190 mg CO,, 1,530 mg H,O. — 2,955 mg Subst.: 
ange’ T 0,178 cem Ny (24,5°, 746 mm). — 9,352 mg Subst.: 21,295 mg BaSQ,. 
ren ©" (.H.O,NS, (201,3) Ber. C 17,0 H3,51 N66 S 31,89 
it etwall Gef. ,, 18,32 ,, 3,60 ,, 6,78 ,, 31,27. 
ws ee Die Hydrolyse mit Salzsiure-Ameisensiure wurde, wie alle weiteren 
> struk- | Hydrolysen, in folgender Weise durchgefihrt: 
pe vol'm® In einer Schliffapparatur, bestehend aus Rundkolben mit Gaseinleitungs- 
tohr, Steigrohr und 3 Waschflaschen von insgesamt 20 ccm Inhalt, wurde die 
sollen _Substanz mit einem Gemisch von konzentrierter HCl (11,6 ccm) und reiner 


, Ameisensdure (12,4 ccm) bei 125—135° unter CO, 24 Stunden lang hydrolysiert 
| und luftfreies Kohlendioxyd durchgeleitet*). Die Waschflaschen waren zur 
2) bzv.F Oxydation von iibergegangenem SO, mit je 0,3 com Perhydrol + 5 cem Wasser 
rotoxil! beschickt. 
— Bier Nach Beendigung der Hydrolyse wurde der Kolbeninhalt unter luftfreiem 
| CO, im Vakuum zur Trockne gedampft, der Riickstand abermals mit H,O 


1ethodik  ——— 
- intern. & *) Die Reagentien sind in der gleichen Apparatur zunachst im Blind- 
Versuch zu priifen. 
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aufgenommen und nochmals abgedampft. Der im Vakuumexsiccator getrock.— 
nete Riickstand wurde in einem abgemessenen Volumen H,0 gelést, SO, Tonal 


als BaSO, gravimetrisch, SH- usw. colorimetrisch nach dem in der XI. Mit FE 


teilung!) beschriebenen Verfahren bestimmt. 


Der Inhalt der Waschflaschen wurde mit H,O in ein Becherglas iiber. 


gespult, auf dem Wasserbad auf etwa 30 ccm eingedampft und das entstanden: 


Sulfat als BaSO, zur Wagung gebracht. (Die Testbestimmung mit Na,S,0,5- 


ergab den theoretischen Wert.) 


19,2 mg Subst., in der angegebenen Art hydrolysiert, ergaben 15,92) 
Sulfatschwefel (im Kolbenriickstand) und 16,04°/, SH-Schwefel*) ; im Destilla: 


war kein Schwefel vorhanden. 
Ber. fiir Sulfat- und Thiolschwefel je 15,94°/,. 


Glutathion und schweflige Saure 


S-S-Glutathion wurde in analoger Weise (wie beim Cystin beschrieben) 


mit H,SO, umgesetzt und aufgearbeitet. Es gelang jedoch nicht, neben kry.f 
stallinem SH-Glutathion auch die zugehérige Sulfosaure in krystallisierter Fornf 
zu gewinnen. Die Hydrolyse dieser nicht reinen Sulfonsaure verlief analog def 


der Cysteinsulfosaure. Es ging kein Schwefeldioxyd in das Destillat. 


Umsetzung von Neurotoxin (Naja tripudians) und Eiwei8stoffen 
mit waBriger H,SO, 


1. Neurotoxin (Naja tripudians) 


2,384 g durch Dialyse und Ultrafiltration nach dem in friiheren Mit-§ 
teilungen beschriebenen Verfahren gereinigtes Neurotoxin wurden in 350 cen 
Wasser gelést und unter Eiskiihlung mit SO, gesattigt. Obwohl die Inakti-f 
vierung schon nach 24 Stunden praktisch beendet ist, wurde, aus den inkE 
theoretischen Teile genannten Griinden, wie bei den untersuchten Eiweil-— 
stoffen, 3 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Sodann wurde unter C0, ; 
im Vakuum abgedampft, mehrfach mit Wasser aufgenommen und erneutH | 
abgedampft. Das Rohprodukt wurde sodann durch mehrfaches Schiittelih . 


mit kaltem Wasser auf der Maschine extrahiert und schlieBlich ein in Wasser 


unloslicher Riickstand von 1,1 g erhalten. In der beschriebenen Apparatu 
hydrolysiert ergab sich ein Gehalt an als SO,** abspaltbarem Schwefel va 


1,13°/,, im Destillat war ein als SO, abgespaltener Schwefel von 0,6°/, vor 
handen**), 


Ein durch Spaltung bei py 4,5 erhaltenes unldésliches Material zeigt] 
entsprechend einer vollstandigeren Umsetzung der im EiweiBreste enthaltena 


S-S-Bindungen 
1,48°/, SO,+*-Schwefel, 0,58°/, SO,++-Schwefel. 


Die Ausbeute an Unléslichem ist von der Dauer der Einwirkung unl ; 
der Konzentration der H,SO, und dem py-Werte abhangig (vgl. oben). Awy 





*) Der Thiolschwefel wurde in der in den friiheren Mitteilungen be 
schriebenen Art mit Phosphorwolframsaure colorimetrisch bestimmt. | 
**) Im Ausgangsneurotoxin ist kein als SO, abspaltbarer Schwefel vor ff 
handen, wie eine Kontrolle zeigt. 
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* getrock. & 


1O,-Toney 


‘las iiber. & 


tstandene 


1 15,92", 1 schwefliger Saéure*) gelést. Nach 3 Tagen wurde der in Wasser unlésliche 


_Niederschlag (etwa 4 g) abzentrifugiert, mehrfach mit Wasser ausgewaschen 

und getrocknet (A). Aus der Lésung wurde die bei allen diesen Versuchen 

| gebildete geringe Menge H,SO, zusammen mit der H,SO, mit Bariumacetat 
entfernt, das Wasser abgedampft und der Riickstand getrocknet (B). 


. Destilla: f 


s;chrieben) 


eben kry-f 
rter Forn= 


nalog de _ setzungsproduktes war davon nicht wesentlich verschieden. Die Reaktion 


' scheint also beim Eieralbumin auch bei py = 2 in der genannten Zeit beendet 
| zu sein. 
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f den léslichen Anteilen wurde durch Ultrafiltration in geringer Menge eine 


‘niedrigmolekulare Komponente gewonnen, die dem in der VI. Mitteilung’) 


XI. Mit. 3 beschriebenen krystallisierten Na-Salze entsprechen diirfte. 


2. Eieralbumin 
Das fiir die Umsetzungen verwandte Eieralbumin war entweder ein durch 


Na.S.0.0- Krystallisation gereinigtes und anschlieBend elektrodialysiertes oder ein 
7 amorphes Material. 


5 g Kieralbumin wurden in 100 ccm Wasser und 200 ccm 5°/,iger waBriger 


Hydrolysiert in der oben beschriebenen Apparatur ergab sich 


A: S0O,*++-Schwefel 1,28°/,, SO,*+*+-Schwefel 0,0°/, 
B: SO,**-Schwefel 1,20°/,, SO,**-Schwefel 0,0°/,. 


Die Zusammensetzung eines bei py = 4,5 mit Bisulfit erhaltenen Um- 


3. AntiariseiweiB 


152 mg krystallisiertes Antiariseiwei8 wurden in 35 cem Wasser gelést, 


10 cem 5°/,ige waBrige schweflige Saure zugegeben und 3 Tage bei Zimmer- 


_— temperatur aufbewahrt. 
eren Mit | der amorphe Riickstand mit Wasser aufgenommen und Schwefelsiure und 
_ schweflige Saure mit Bariumacetat entfernt. Nach dem Abdampfen der Lésung 


ay und Trocknen des Riickstandes wurden 145 mg Reaktionsprodukt erhalten. 
s den int 
. Eiweil: - 0,0°/, SO,++-Schwefel. Wird die Umsetzung bei pa = 4,5 mit Bisulfit vor- 
unter (0, " genommen, so macht die Abtrennung des Anorganischen Schwierigkeiten. Aus 
: 150 mg AntiariseiweiB wurden 74 mg Umsetzungsprodukt gewonnen, die frei 
Schiittel: > von SO,** und SO,*+* und leichtléslich in Wasser waren. Diese Substanz 
zeigt [x]}®5— — 87,0° (Wasser, c= 1). 


Apparatu' RR (Wasser, c= 1). 


wefel va ee 


Die klare Lésung wird sodann i. V. abgedampft, 


Die Hydrolyse, wie oben ausgefiihrt, ergab 0,38°/, SO,++-Schwefel, 


Ausgangsmaterial [«]}®®— — 14,0° 


Die Hydrolyse ergab entsprechend der schnelleren Reaktionsweise von 
S-S-Bindungen bei héheren py-Werten: 


SO,++-Schwefel 3,55°/,, SO,++-Schwefel 0,0°/,. 


4. Insulin 


90 mg krystallines Insulin**) wurden in 2ccm Wasser und 5ccm 5°/,iger 


kung t ad waBriger schwefliger Saure 3 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die 
yen). Aw | Lésung wurde im Exsiccator zur Trockne verdampft, der Riickstand mit 


*) Dargestellt durch Einleiten von SO, in destilliertem Wasser in CO,- 


**) Wir verdanken das Praparat der I. G. Farbenindustrie, Werk Frank- 


_ furt-Héchst. 


19* 
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Wasser aufgenommen und mit Bariumacetat von SO,-Ionen und SO,-Ionah 
befreit. Nach erneutem Eindampfen im Vakuum blieb ein Teil (34 mg) inf 





Wasser unldslich (A). Aus der Lésung wurde ein auch weiterhin léslichy ft 


Produkt gewonnen (B). 
Die Hydrolyse (wie oben) ergab: 
A: 0,69°/, SO,++-Schwefel, 0,0°/, SO,++-Schwefel 
B: 0,18°/, SO,*+*-Schwefel, 0,0°/, SO,+*-Schwefel. 


Wurde der Umsatz des Insulins mit Bisulfit (pq= 4,5) vorgenommen, 
so wurde mehr von dem unléslichen Material erhalten, das bei der Hydrolyy 


einen héheren SO,++-Schwefelgehalt anzeigte: 1,06°/, SO,*++-Schwefel, 0,0, F 


SO,**-Schwefel. 


Ubersicht iiber die Schwefelbestimmungen 












































Als SO, iiber-| SO,-Schwefel im Riick- 
gegangen stand 
Sulfitprodukt aus ) . erase” 5 peer eae 
Menge gent! 
o Q 
(Pr der Spaltung) BaSO, o/, S = ae BaSO, 0 : N 
aa i 
mg mg 5 Pe. mg 
Neurotoxin (py 2)... . 100,0 | 4,30 | 0,59 . 1,65 | 1,13 
Neurotoxin (py 4,5)... 94,57 4,00 , 0,58 ls 4,10 1,48 
Eieralbumin (B) )py 2,0). 84,0 | "ly = | ee 1,20 
Eieralbumin (A) (py 2,0). 100,0 “les 2,80 1,28 
AntiariseiweiB (p;, 2,0) . 65,2 uP 0,72 | 0,38 
AntiariseiweiB (py 4,5) . 40,3 1$0,00 | }0,00 "4 2,60 | 3,55 
- 1 | ) 
Insulin (py; 2,0) ory \ : ma | 2° a | a 
Insulin (py 4,5)... .. 34,0 | 1, 2,55 | 1,06 
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II. Mitteilung: Ausscheidung im Harn nach oraler Zufuhr 
Von 


J. Rechenberger 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Jena) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1940) 


Eine quantitative Bestimmung der fliichtigen Alkylamine im 


-— Harn, die in der I. Mitteilung beschrieben wurde, hat bei der 
| Anwendung auf normalen menschlichen Harn mit durchschnittlich 
f 10mg N pro Tag wesentlich geringere Mengen angezeigt, als 
frihere Autoren vermutet hatten. 


Um zu erfahren, welche Substanzen fiir diese N-Fraktion des 


| Harns iiberhaupt in Frage kommen kénnen, wihlten wir den Weg 
‘der oralen Zufuhr einzelner Amine in Form ihrer Hydrochloride, 
/um dadurch einen Einblick in den Abbaumechanismus und die 
| Ausscheidungsbedingungen dieser Verbindungen zu erhalten. Wir 
‘haben dabei neben den fliichtigen Alkylaminen auch Betain und 
| Sarkosin, von denen erwartet werden konnte, daB ihr intermediarer 
| Abbau iiber den Weg dieser Amine gehen kénnte, mit in unsere 
Untersuchung einbezogen. 


Nach Einnahme der einzelnen fliichtigen Alkylamine wurde 


in der Tagesharnmenge der fliichtige Alkylamin-N bestimmt, auBer- 
'dem wurden die ausgeschiedenen Alkylamine als Pikrolonate aus 
dem Harn isoliert und nach Schmelzpunkt und N-Gehalt iden- 
_tifiziert. 


Die Darstellung der Pikrolonate der fliichtigen Alkylamine 


'geschah nach einer speziell fir diese Verbindung ausgearbeiteten 
| Methode, die im experimentellen Teil beschrieben wird. Hierbei 
_Zeigte es sich, daB die von Otori?) angegebenen Schmelzpunkte 
der Pikrolonate durchweg nicht reproduziert werden konnten, 
sondern erheblich héher lagen. 


Die eingenommenen Alkylamine wurden soweit gut vertragen 


bis auf das Isobutylamin, welches bei der Versuchsperson neben 
| leichter Ubelkeit eine auffallend starke Speichelsekretion iiber 
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a 
BS 


meherere Stunden hindurch verursachte. Trotz der sehr unangenehn | 


empfundenen Ubelkeit wurde kein Erbrechen beobachtet. Nach§- 
3—4 Stunden waren diese Erscheinungen restlos abgeklungen § 
Nachwirkungen irgendwelcher Art konnten nicht festgestellt werden, F 


In der nachfolgenden Ubersicht sind die von der Versuchs. | 
person R. bei willkirlicher Ernahrung unter Vermeidung von Fisch 
aus den bekannten Griinden oral als Hydrochloride eingenommenen § 
Substanzen angegeben, sowie das Verhalten des Alkylamin-N inf 
Tagesharn, die Menge des wieder erschienenen Alkylamin-N inf 


Tagesharn in Prozenten der Zufubr und schlieBlich die als Pikro. 
lonate isolierten Substanzen. 














” aeee ia 
, Flicht. Alkyl-| 24 2 3-7 © 
ages-| . ow was & ii 
Menge des harn- |2™min-N /Tages- ag acne Identifiziert F 
zugefiihrten Amins harnmenge |‘ & Paes als 
menge : Nadav a8 
mg > Oe OS & 
S's ga & 
390 29g 
— > a eee a ke 
Durchschnittl. 
— — 0,010 o — 
2g Methylamin-HCl 1400 0,0177 1,74 — 
= 0,442 ¢ N 
4g Methylamin-HCl | 1320 0,0269 1,93 — 
= 0,884 ¢ N 
10g Methylamin-HCl | 1400 0,0510 1,85 — 
=2,2lg N 
(Versuchsperson F) 
8g Dimethylamin-HCl] 1730 1,258 91,50 Dimethylamin- f 
= 1,368g N pikrolonat 
2g Athylamin-HCl 1500 0,1073 32,00 Athylamin- 
= 0,342 g N pikrolonat 
5'g Didthylamin-HCl | 1250 0,560 86,20 Diidthylamin- 
= 0,639 g N pikrolonat 
}g n- in- 0,099 9,50 n-Propylamin: § 
6 geee HCl} 2370 9 ingest 
3,5 g¢ n-Butylamin-HCl} 2300 0,0187 1,95 — 
= 0,4462¢ N 
3g Isobutylamin-HCl] 1720 0,0674 14,90 Isobutylamin- 
= 0,384g¢ N pikrolonat 
5g Sarkosin .. .]| 890 0,0087 0,00 mrs 
5g Betainchlorid. .{ 800 0,0082 0,00 ree 




















enehn | ag ae tine : 
: ‘zeigt, sind in verschiedener Hinsicht aufschluBreich. Am iiber- 


‘yaschendsten war die Tatsache, daB oral zugefiihrtes Methyl- 
‘amin nur zu 1,74—1,93°/, im Harn wieder erscheint. Damit 
‘konnte die bereits in der vorhergehenden Mitteilung erwahnte 


,.,{ Annahme von Folin?), da8 Methylamin in gréBeren Mengen im 
n Fisch F . ‘ ne : 
“Harn ausgeschieden wiirde, als sehr unwahrscheinlich widerlegt 
nm enep Es . . . . 
aN inf werden. Denn wenn nach einer oralen Zufuhr von beispielsweise 

iF 10 g Methylaminhydrochlorid nur 1,85°/, wieder erscheinen, d. h. 
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Die Ausscheidungsverhiltnisse, wie sie die vorstehende Tabelle 


98°/, im Organismus abgebaut, worden sind, dann ist es schwer 


_yvorstellbar, daB im normalen Harn bei den doch an sich geringen 
'Mengen von Methylamin, die im intermediiren Stoffwechsel ent- 
stehen kénnten, noch Methylamin in faBbaren Mengen im Harn 
auftreten soll. Wir schlieBen deshalb aus unseren Versuchen, dab 

| normalerweise im Harn kein Methylamin in irgend beachtlicher 

tifiziert | Menge erscheint. Uber das Schicksal des zugefiihrten Methylamins 
'kinnen vorlaufig nur Vermutungen geiuBert werden. ‘Trotz der 

' gegenteiligen Meinung von Kohn‘) sowie von Krebs und Hense- 
leit’), die mit tiberlebenden Organen arbeiteten, ist doch wahr- 

=f scheinlich, daB im normalen Stoffwechsel aus Methylamin Harn- 
_stoff entsteht. Fiir die Bildung von Methylharnstoff haben sich 
_bisher keine Anhaltspunkte ergeben, diese Frage soll noch ein- 


_gehender untersucht werden. 


Da das im Stoffwechsel méglicherweise entstehende Methyl- 


| amin demnach im Harn nicht erfabt werden kann, ist es vorliufig 
nicht méglich die Frage zu entscheiden, ob der Abbau des Glyko- 
'kolls iiber eine Decarboxylierung und damit iiber Methylamin 
geht, ob dieser Weg nur einen Nebenweg darstellt (Kohn) oder ob 
dieser Weg des Glykokollabbaues praktisch iiberhaupt nicht be- 
schritten wird. 


Von den iibrigen untersuchten Alkylaminen werden von den 


/primaren Alkylaminen Athylamin und Isobutylamin zu 32°, 
| baw. 14,9°/, wieder ausgeschieden. Man kann sich demnach gut 
_vorstellen, daB bei Auftreten von Athylamin oder Isobutylamin 
| im Stoffwechsel entsprechend kleine Mengen dieser Alkylamine 
im Harn erscheinen kénnen. 


Propylamin wurde nach einer Zufuhr von 6g als Hydro- 


chlorid (80 mg/kg) zu nur 9,5°/, im Harn wiedergefunden und als 
| Pikrolonat identifiziert. Bernhard‘), der einem Hund tiaglich 
|g Propylaminhydrochlorid (102 mg/kg) verfiitterte, konnte kein 


Propylamin im Harn nachweisen. Dieser geringfiigige Unterschied 
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kann durch die Art der Darreichung z. B auf vollen oder leerg a 
Magen erklart werden. Jedenfalls ist es sehr fraglich, ob inf 4; 


normalen Harn Propylamin erwartet werden darf. 


Die zahlreichen Amylamine sind von mir noch nicht unterf- 
sucht worden. Fir das normale Amylamin diirfte in Analogif y 


zum normalen Butylamin weitgehender Abbau wahrscheinlich sein f 


wihrend Isoamylamin entsprechend Isobutylamin widerstandsfaihigaf 
sein kénnte. Bain) konnte Isoamylamin aus verschiedenen Harnaf_p). 
isolieren, wihrend Guggenheim und Léffler’) beim Kaninchaf 
nach Zufuhr von 2250 mg Isoamylamin pro kg weder das Aminf 


noch Isovaleriansiure im Harn nachweisen konnten. 


Der Abbau der nicht im Harn erschienenen Anteile der ein.§ 
genommenen primaren Alkylamine, mit Ausnahme des Methyl.f- 
amins, im intermediiren Stoffwechsel geht wohl nach Desaminiec.§ 
rung schlieBlich zur entsprechenden Monocarbonsiure (Butyl-— 
amin -> Butterséure) auf dem bekannten Weg der §-Oxydatio—- 
vor sich. Fiir Methylamin diirften diese Vorstellungen nicht anf 


wendbar sein. 


Grundsitzlich anders als die primaren Amine verhielten sichf 
die eingenommenen sekundiren Alkylamine, Dimethylamin unif- 
Diithylamin. Beide erschienen zum iiberwiegendsten Teil vof- 
91,5°/, und 86,2°/, bereits am ersten Tag nach der Kinnahmfg 
im Harn wieder. Daraus lit sich ohne weiteres schlieBen, dal s 
diese Amine fiir den Organismus durch die weitere Alkylierunsf 
am N schwerer angreifbar geworden sind und demzufolge quantitatir§ 
im Harn wieder ausgeschieden werden. Im Hinblick auf dag 
Dimethylamin wird damit der Befund von Léffler®) verstandlich F 
der Dimethylamin als Dinitro-a-Naphtholverbindung aus normalenf 
Harn isolierte, Methylamin aber nur zu héchstens 0,1 mg nf 
100 ccm Harn nachweisen konnte. Die im Stoffwechsel auftreten- Ff 
den sekundaren Alkylamine machen vermutlich einen groBen Teil. F 
wenn nicht den gréBten des fliichtigen Alkylamin-N im Harn auf 

Die tertiaren Alkylamine sind in unsere Untersuchungef 
nicht mit einbezogen worden. Nachdem Lintzel®) am Trimethy!-f 
amin zeigen konnte, daB diese am N 3fach methylierte Bash (a. 
nur zum sehr geringen Teil unverindert, in der Hauptmenge if 


Form des Oxyds, als Trimethylaminoxyd zur Ausscheidung ge 


langt, und Hoppe-Seyler?) beim Hunde zugefiihrtes Tridthylf - 
amin in erheblichem Umfange als Triithylaminoxyd im Hang 


fand, darf man annehmen, daB sich die iibrigen tertiéren Alky!-F 
amine analog verhalten werden. 
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Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen ist anzunehmen, 
/daB im Harn ein Gemisch fliichtiger Alkylamine vorliegt, deren 
' Gesamtmenge durchschnittlich 10 mg N pro die betragt und 
-daB in erster Linie Dialkylamine, speziell Dimethylamin, zu er- 
> warten sind. 


Ihre Entstehung kénnen diese Alkylamine der Kinwirkung 


der Darmbakterien auf EiweiB bzw. dessen Spaltprodukten im 
' Darmkanal, besonders in dessen unteren Abschnitten, verdanken. 
© Als Muttersubstanzen wiirden in Frage kommen: Fiir Athylamin 
' das Alanin, fiir Isobutylamin das Valin und fiir [soamylamin das 
| Leucin. 
' aminoverbindungen (z. B. Hordenin), ferner aus einfach methylierten 
Methyl.  Aminosiuren durch Decarboxylierung entstanden vorstellen. 
amMinie-f 
(Butyl-F unsere Untersuchungen einbezogen, ferner auch Betain, um even- 
| tuell auch iiber den Abbau dieser Substanzen etwas zu erfahren. 
cht an-§ Beide ergaben nach oraler Zufuhr keine Erhéhung der fliich- 
‘tigen Amine im Harn. 
Einnahme von Betain bereits zeigen, daB der Abbau des Betains 
nicht unter Abspaltung von Trimethylamin vor sich geht, da die 
' Trimethylamin-oxydausscheidung im Harn nicht vermehrt war. 
Die bei Gaben von Cholin auftretende gering vermehrte Aus- 
scheidung von Trimethylaminoxyd wurde von Lintzel auf bak- 
terielle Einwirkungen im Darmkanal bezogen. 
‘¢ _gewinnt insofern an Wabhrscheinlichkeit, als Wiinsche!) in 
uf das 


indlich & 


Die sekundiren Alkylamine kann man sich aus Dimethyl- 


Wir hatten daher, wie bereits erwahnt, Sarkosin mit in 


Lintzel (a. a. O.) konnte nach oraler 


Diese Vermutung 


unserem Institut nachweisen konnte, da8 aus Cholin durch Darm- 
_bakterien in vitro auBerordentlich leicht erhebliche Mengen von 
Trimethylamin gebildet werden, die dann im Stoffwechsel als 
'Trimethylaminoxyd zur Ausscheidung gelangen wiirden, wahrend 
 Betain dem bakteriellen Abbau weitgehend widersteht. Fuchs }2) 
n Teil f vermi8te beim Hund nach Zufuhr von Cholin gleichfalls die Aus- 
'scheidung von Trimethylaminoxyd und zog daraus die gleiche 
 Folgerung wie Lintzel, daB Abspaltung von Trimethylamin beim 
Cholinabbau im Organismus auszuschlieBen ist. 
_ (a. a. O.) beobachtete nach subcutaner Gabe von Betain und Cholin 
keine Bildung von Trimethylaminoxyd. 

ng gee 
Alkylamin-N im Harn festzustellen war, kann der Abbau von 


Hanf Betain auch nicht unter Abspaltung von Dimethylamin vor sich 


Alky!-B gchen, 


-mi8te und mit unserer Methode erfaBt werden wiirde. 


Hoppe-Seyler 


Da in den vorliegenden Untersuchungen keine Erhéhung des 


da das entstehende Dimethylamin im Harn auftreten 
Die von 
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Guggenheim angenommene Bildung von Dimethylamin aus Cholinf 
oder Betain kommt demnach wohl nicht in Betracht. Es komme 
daher fiir den Abbau des Betains nur noch zwei Wege in Frage. § 
1. eine erschépfende Demethylierung zu Glykokoll, oder 2. ein § 
Demethylierung zu Sarkosin und anschlieBende Demethylani.— 
nierung, wobei das entstehende Methylamin im Harn nicht kf 
solches erwartet werden darf, sondern nach unserer Vermutun§ 


weiter abgebaut und als Harnstoff ausgeschieden wird. 


Diese Méglichkeiten scheinen allerdings durch Untersuchungen § 
von Abbott und Lewis?*) ausgeschlossen zu sein, in denen§ 
Glykokoll und in geringerem Umfang Sarkosin mit Benzoesiur§ .. 
verfiittert, Extrahippursiiure beim Kaninchen bildeten; Dimethyl.f 
glykokoll und Betain dagegen nicht. Sarkosin wiirde demnachf ¢ 
primir demethyliert, da keine Methylhippursiure auftrat, Betain® 
jedoch wiirde hiernach nicht iiber Sarkosin bzw. Glykokoll ab.— 
gebaut werden. Die Versuchsanordnung laBt immerhin die Frage f 
offen, ob die zeitlichen Verhiltnisse eines etwaigen Betainabbaues — 
der Hippursiurebildung giinstig gewesen sind. Die vermindertef 
Hippursiure aus Sarkosin im Vergleich zu Glykokoll laBt dich 


Bedeutung eines Zeitfaktors vermuten. 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit findet Miller'*) nachf 
Zufuhr sehr hoher Cholindosen beim Hunde den Trimethylamin- fF 
gehalt des Harns seiner Versuchstiere stark erhéht, nicht aberf 
den des Trimethylaminoxyds. Diese Ergebnisse, die nach Ver-> 
fiitterung abnorm hoher Dosen an Hunden erhalten wurden (Ver-f 
suchstier Dackel erhielt z.B. auf 12,8kg Kérpergewicht 55,f 
salzsaures Cholin), stehen in grundsitzlichem Widerspruch zu deif 
oben geschilderten Ergebnissen nach Cholingaben, die sich in ge-f 


ringeren bzw. physiologischen Grenzen bewegen. Vielleicht handelt 
es sich hier um pathologische Vorginge. 


Wie bereits erwahnt, zeigt Sarkosin nach oraler Kinnahmef 
ebenfalls keine Erhéhung des fliichtigen Alkylamin-N im Har, 
die bei Decarboxylierung zu Dimethylamin in Erscheinung tretet§ 
miBte. Die analoge Abspaltung von Methylamin beim Glykokoll- F 
abbau ist demnach etwas unwahrscheinlich geworden, voraus-§ ‘ 
gesetzt, daB sich Sarkosin nicht grundsatzlich anders verhalt wief © 


Glykokoll. 


Experimenteller Teil 


Um die im Harn nach oraler Zufuhr wiedererscheinenden Alkylamint § 
priparativ zu erfassen, wurde folgendermaBen verfahren: 
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ah und anschlieBend mit Chloroform ausgezogen. 
nicht al 'Alkohols bzw. des Chloroforms wurden die Alkylamine im Riickstand als 


| Pikrolonate in der im folgenden beschriebenen Weise dargestellt. 


| durch Destillation im Parnas-Wagner- Apparat, 
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Die Tagesharnmenge wurde in Portionen zu 250 ecm im Vakuum mit 
“Wasserdampf in eine geniigende, der Zufuhr angepaBte Menge von n-HCl 


‘als Vorlage destilliert, die vereinigten salzsauren Destillate im Vakuum 
“und anschlieBend auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. 


Das Gemisch der Chloride wurde zuerst mit absolutem Alkohol 
Nach Abdampfen des 


Darstellung der Pikrolonate. Die nach Abdampfen des Alkohols 
bzw. Chloroforms zuriickbleibenden Chlorhydrate wurden gewogen, bei Vor- 
im Kélbchen auf 
Sodann wurde in einem aliquoten Teil durch Destilla- 


In einer zweiten Destillation wurde ein aliquoter Teil in die auf 


Grund der N-Bestimmung errechnete in Wasser geliste bzw. suspendierte 
| Menge Pikrolonsiure destilliert. 
| Alkylamins konnte mit Indikatorpapier bis zur Erreichung des Neutral- 
ie Frage | punktes verfolgt werden. 


abbaues ‘ heif filtriert, 


“stehen gelassen. 
a ausgefallen. Die Krystalle wurden abgesaugt, mit wenig absolutem Alkohol 
und einigen Tropfen Ather nachgewaschen und iiber CaCl, getrocknet. 


14 
) nach _ kiuflichen reinen Alkylaminen (Schering) her. 


Das Uberdestillieren des freien fliichtigen 


Nach Beendigung der Destillation wurde die Lésung des Pikrolonats 
auf dem Wasserbad eingeengt und bei Zimmertemperatur 
Nach 1—2 Tagen war das Pikrolonat in guter Ausbeute 


Auf dem gleichen Wege stellten wir uns auch die Pikrolonate aus 


Im Gegensatz zu Otori (a. a. O.) fanden wir folgende Schmelzpunkte 
der kiinstlich hergestellten Pikrolonate: 














Pikrolonate von N “Me chode Nach Otori 
Methylamin . 267 . 244° 
Dimethylamin. . 244° 222° 
Athylamin 253,5° 244° 
Diithylamin. . 262° 260° 
n-Propylamin . . . 235,5° — 
n-Butylamin 204° -~ 
iso-Butylamin. . . 212° -— 


Wir nehmen an, daB die Unterschiede auf der verschiedenen Dar- 


stellung beruhen, da Otori die Alkylamine mit iiberschiissiger Pikrolon- 
| siure 
scheinlich durch Verunreinigung mit freier Pikrolonsiure bedingt. 
Gefahr wird bei der von uns angewendeten Methode durch die Destilla- 
tion in die berechnete Menge Pikrolonsiiure umgangen. Allerdings ist unser 
Verfahren nur fir fliichtige Amine anwendbar. 


fillte. Die niedriger liegenden Schmelzpunkte Otoris sind wahr- 


Diese 


Die N-Bestimmung in den Pikrolonaten erfolgte in einfacher Weise 
wobei die Pikrolonate 











282 J. Rechenberger, 


dureh Zusatz von Kjeldahllauge zersetzt werden. Reine Pikrolonate ergabe 


theoretische Werte. 


Im folgenden geben wir kurz die Analysenergebnisse der Versuch 
wieder, bei denen die oral eingenommenen Alkylamine aus dem Han 4 


wieder isoliert wurden. 


a) Dimethylamin-Versuch. Eingenommen: 8 g Dimethylamin-H() 5 
Wiedererschienen: 91,5°/,. Die Tagesharnmenge von 1730 ccm wird nach 
dem bereits angegebenen Verfahren verarbeitet, die zur quantitativen Bef 


stimmung verwendeten Mengen sind wieder zugefiigt. 


Chloroformextrakt: 6,1 g, die sich als reines Dimethylamin-HU— 
erweisen. 0,2 g¢ mit NaOH in Borsiure destilliert, verbrauchen 24,6 cen 


n/10-HC1. 
Fiir C,H,NCl Ber. N 17,2 Gef. N 17,25. 


0,2 g aus Harn werden in 640,3 mg Pikrolonsiure destilliert. Lésun} 
des Pikrolonats heiBt filtriert, auf dem Wasserbad eingeengt, iiber Nachi 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die ausfallenden Krystalle abgesaug & 


und getrocknet. 
Schmelzpunkt fiir Dimethylaminpikrolonat: 


Verlangt........ . 244° (unkorr.) 
Gefunden........ 244° 
Mischschmelzp. .... . 245° 


b) Athylamin-Versuch. Eingenommen: 2 g Athylamin-HCl. Wieder & 
erschienen: 31,1°/,. Tagesharnmenge: 1500 cem, wie oben beschrieben ver & 


arbeitet. Athylamin-HCl im Alkoholextrakt 0,5 g. 


0,2 g mit NaOH in Borsiure destilliert, verbrauchen 24,3 cem n/10-HC.— 


Fir C,H,NCl Ber. N17,2 Gef. N 17,0. 


0,2 g werden in 640 mg Pikrolonsiure destilliert, wie oben beschrieben 
weiterverarbeitet. 
Schmelzpunkte fiir Athylaminpikrolonat: 


Verlangt. . .... . . 253,5° (unkorr.) 
Gefunden'...... . 252,0° 
Mischschmelzp.. . . . . 252,0°. 


c) Didithylamin-Versuch. Eingenommen: 5 g Diithylamin-H(.— 
Wiedererschienen: 86,4°/, Tagesharnmenge 1250 cem, wie iiblich ver— 
in 


arbeitet. Diithylamin-HCl findet sich im Chloroformauszug. Nach Abdampfen 
des Chloroforms liegen 3,9 g vor. 


0,2 g mit NaOH in Borsiiure destilliert verbrauchen 18,4 ecm n/10-HC.& 


Fir C,H,,NCl Ber. N 12,78 Gef. N 12,84. 


0,2 g werden in 485 mg Pikrolonsiure destilliert, Krystalle abgesaugt.§ 


getrocknet. 
Schmelzpunkte fiir Diithylaminpikrolonat: 
Verlangt. ....... . 262° (unkorr.) 
a eee 261° 


Mischschmelzp. ..... 261° 
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d) Versuch mit n-Propylamin-HCl. Eingenommen: 6 g n-Propyl- 
'amin-HCl. Wiedererschienen: 9,5°/, Tagesharnmenge 2370 cem, wie tiblich 
| yerarbeitet. n-Propylamin-HCl findet sich im Alkoholauszug. Alkohol ab- 
' gedampft, Riickstand 0,6 g. 

4 Nochmals mit wenig absolutem Alkohol extrahiert, Riickstand 0,5 g. 
Dieser Riickstand wird mit Aqua dest. aufgenommen, im 100 cem Kélbchen 
‘zur Marke aufgefiillt. 50 cem zur N-Bestimmung mit NaOH in Borsiure 
26,4 eem n/10 HCl. 

50 eem werden in 696 mg Pikrolonsiure destilliert, Krystalle abgesaugt 


und getrocknet. 
24,6 con 


Schmelzpunkte fiir n-Propylaminpikrolonat: 


Vewlamgt ... 2 2. 235,5° (unkorr.) unter Zers. 
Gefunden..... 235,0° “ oe “A 
Misechschmelzp. . . 234,5° ‘ is - 


im Parnas-Wagner 


0,2 g n-Propylaminpikrolonat mit NaOH 


| Apparat in Borsiure destilliert, verbrauchen 6,38 eem n/10 HCl. 


Fiir C,H,N-C,,H,N,O, Ber. Gef. N 4,46. 


e) Versuch mit Isobutylamin-HCl. Eingenommen: 3g. Wieder- 
Die Tagesharnmenge von 1720cem wie iiblich aufge- 


N 4,36 


In Aqua dest. aufgenommen und im 
100 cem K6lbechen zur Marke aufgefiillt. In 50 cem N-Bestimmung: mit 


| NaOH in Borsiure destilliert, verbrauchen 14,6 ecm n/10-HCl. 50 cem werden 
in 394mg Pikrolonsiure destilliert. 


/10-HC. 


Krystalle abgesaugt und getrocknet. 
Schmelzpunkte fiir Isobutylaminopikrolonat: 


We es eke eS 212° 
Gefunden pts 210,5° 
Mischschmelzpunkt . 210° 


0,2 ¢ werden mit NaOH im Parnas-Wagner-Apparat destilliert, 


| verbrauchen 6,16 eem n/10-HCI1. 


Fiir C,H,,N-C,,H.N,O, Ber. N 4,16 Gef. N 4,31. 


Zusammenfassung 
Kine Reihe von Alkylaminen wurde in Versuchen am Menschen 


Im Harn wurden unverindert ausgeschieden: 


Methylamin. . . . 1,74—1,93 °/, n-Propylamin ... . 9,5 °/, 
Dimethylamin . 91,5 °/, n-Butylamin. . 1,95 °/, 
Diiithylamin. 86,4 °/, Isobutylamin 14,9 °/, 
Athylamin 31,1 °/, 


Nach Zufuhr von Sarkosin (5g) und Betainchlorid (5g) war 


F die Ausscheidung der fliichtigen Alkylamine nicht erhdht. 





Siuren und Amine wird diskutiert. 


Die Bedeutung der Befunde fiir den Stoffwechsel der Amino- 








